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Les opioïdes sont les analgésiques les plus efficaces mais leur utilisation est limitée 
par la tolérance, un processus lié en partie à la désensibilisation des récepteurs. Le 
rôle de la présente étude était de mieux caractériser le processus de désensibilisation 
des récepteurs et plus particulièrement, d’étudier le rôle de la tyrosine kinase Src sur 
la régulation de la signalisation des récepteurs delta opioïdes. Nos résultats 
démontrent que l’inhibition pharmacologique avec PP2 (à faible concentration : 20-
40µM) ou encore l’inhibition moléculaire de la kinase avec de faibles concentrations 
d’ADN d’un mutant dominant inactif de Src (0,2µg/ml) potentialise l’amplitude et la 
durée de l’activation de la cascade ERK lorsqu’un agoniste, DPDPE (1µM; 5 min), se 
lie aux récepteurs. Nous avons également démontré que de fortes concentrations 
d’inhibiteurs de Src (80 et 100µM de PP2 ou 1µg/ml d’ADN du mutant dominant 
négatif) bloquent la cascade des MAPK suivant la stimulation de DOR par l’agoniste 
DPDPE. Ces observations indiquent que Src a un effet biphasique sur l’activité de 
ERK : l’inhibition complète de Src inhibe l’activité de la cascade MAPK alors qu’une 
inhibition modérée potentialise cette même cascade. Nous pensons aussi que de 
fortes concentrations des bloqueurs de Src interfèrent avec l’activation de ERK alors 
que de faibles concentrations interfèrent avec la désensibilisation des récepteurs. 
Cette possibilité a été testée à l’aide d’essais d’accumulation d’AMPc qui visaient à 
évaluer l’effet des bloqueurs de Src (PP2, 20 µM; 1h) sur la désensibilisation induite 
par un agoniste. L'activation de DOR par DPDPE inhibe la production d’AMPc, 
préalablement stimulée par du forskolin, de façon dose-dépendante. Le maximum 
d'inhibition observé est de 61%, mais lors d’un prétraitement au DPDPE (1 µM, 30 
min) l’inhibition maximale est réduite à 72% de l’inhibition initiale observée. 
Cependant, un prétraitement des cellules au PP2 (20µM pendant 1 heure) avant 
d’effectuer la désensibilisation protège contre cette désensibilisation. L’effet 
protecteur des bloqueurs de Src n’entraîne pas de changement au niveau de 
l’internalisation des DOR mais l’altération de leur internalisation via un mutant 
tronqué du DOR ou via un milieu sucré hypertonique (0.4M de saccharose) réduit 
cette protection. Ces données suggèrent alors que l’internalisation optimale du 
récepteur est nécessaire pour que l’effet protecteur prenne place. Nous concluons 
donc que Src contribue à la désensibilisation de DOR après que l’internalisation du 
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Opioids are the most effective analgesics available but their use is limited by 
tolerance. Tolerance is related, at least in part, to receptor desensitization. Hence, the 
role of the present study was to better characterize the desensitization process, in 
particular concerning the role of the tyrosine kinase Src on regulation of delta opioid 
receptor signalling. Our results show that pharmacological inhibition with PP2 
(administered at low concentration: 20-40µM) or molecular inhibition of the kinase 
with low expression levels of a dominant negative mutant of Src (0,2µg of DNA) 
potentiate the magnitude and duration of agonist-dependent (DPDPE; 1µM; 5 min) 
activation of the ERK pathway. We also showed that higher concentrations of Src 
inhibitors (80 and 100µM of PP2 or 1µg/ml of dominant negative mutant DNA) 
block the MAPK cascade following DOR stimulation by DPDPE. These 
observations indicate that Src has a biphasic effect on ERK activity, respectively 
potentiating or inhibiting agonist stimulation of the MAPK cascade at low and high 
levels of Src inhibition. We reasoned that high levels of Src blockers were interfering 
with ERK activation mechanism while low levels of inhibition were interfering with 
receptor desensitization. This possibility was tested by using cAMP accumulation 
assays to evaluate the effect of Src blockers (PP2, 20 µM; 1h) on agonist-induced 
desensitization. DOR stimulation by DPDPE inhibited forskolin stimulated cAMP 
production in a dose dependent manner with a maximal reduction of 61%. This 
inhibitory response was reduced by 72% following pre-exposure to DPDPE (1 µM, 
30 min), an effect that was blocked by pre-treating cells with PP2 (PP2, 20 µM; 1 h) 
before desensitization. The protective effect of Src blockers did not involve changes 
in DOR internalization but interfering with internalization by using an 
internalization-deficient DOR mutant or hypertonic medium (0.4M sucrose) reduced 
this protection, indicating the need for optimal internalization in order for the 
protective effect of Src blockers to take place. Based on the latter observation it was 
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 Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) forment une grande famille 
de molécules de surface cellulaire impliquées dans la transmission de signaux 1,2. Ces 
récepteurs sont constitués de 7 domaines transmembranaires qui font saillis à 
l’intérieur et à l’extérieur de la cellule et qui sont liés entre eux par des boucles intra- 
et extracellulaires. Les RCPG prennent part à divers processus physiologiques 3, ce 
qui les rend très important pharmacologiquement. En fait, les RCPG sont la cible de 
plus de 70% d’agents thérapeutiques présentement sur le marché 4 et environ 80% 
des hormones et neurotransmetteurs connus interagissent avec eux 3,5.  
1.1. Récepteurs opioïdes• et impact biologique 
 
 Les récepteurs opioïdes appartiennent à la grande famille des RCPG. Ils 
constituent la cible principale des substances opioïdes telles la morphine et certains 
peptides endogènes comme la β-endorphine, la met- et la leu-encéphalines ainsi que 
la dynorphine. Ces substances agissent en modifiant l’activité d’un système endogène 
qui comprend trois types de récepteurs connus sous les vocables µ (mû), δ (delta) et 
κ (kappa) 6. Un tel système permet le contrôle de plusieurs fonctions physiologiques 
importantes notamment la nociception, le système nerveux autonome, la perception 
sensorielle, les émotions, la cognition, ainsi que la réponse immunitaire 7. Parmi les 
fonctions autonomes régulées par le système endogène, on retrouve la respiration 8, 
la thermorégulation 9 et la motilité gastro-intestinale 10. On remarque ainsi une 
altération de ces fonctions lors d’un usage abusif ou à fortes doses d’opioïdes 11,12. En 
                                                
•
 On constate généralement une utilisation assez indifférenciée des termes opioïde et opiacé dans la documentation spécialisée. À 
l'origine, opioïde était le terme réservé à la désignation des composés synthétiques à effet semblable à celui de la morphine. On 
l’utilise maintenant pour désigner les alcaloïdes de l'opium, les peptides opioïdes endogènes ainsi que les composés semi-
synthétiques et synthétiques dont l'effet est semblable à celui de la morphine. Certains auteurs utilisent le terme opiacé en ce sens, 






plus de véhiculer les effets des opioïdes endogènes, ces récepteurs sont la cible de 
nombreux ligands exogènes ayant diverses propriétés thérapeutiques. Notamment, ils 
agissent sur les émotions via des récepteurs localisés dans le circuit limbique 13 mais 
surtout, ils ont la capacité de contrôler la nociception et certains sont efficaces pour 
contrer la diarrhée et la toux 14.  
1.1.1. Caractéristiques structurales et sous-types de récepteurs 
 Les récepteurs opioïdes appartiennent à la classe A (Rhodopsine) de la famille 
des RCPG. Les membres de cette classe possèdent un domaine N-terminal 
extracellulaire, sept domaines hélicoïdaux transmembranaires liés les uns aux autres 
par des domaines intra- et extracellulaires (ou boucles), ainsi qu’une queue C-
terminale intracellulaire. Entre eux, les récepteurs opioïdes sont relativement 
homologues puisqu’ils présentent une séquence d’acides aminés identiques à 60%. La 
plus grande homologie se retrouve à l’intérieur des domaines transmembranaires (73-
76% de similitude) et des régions intracellulaires qui sont le site de liaison des 
protéines G et des effecteurs (63-66% de similitude) alors que les régions 
extracellulaires – qui constituent le site d’interaction des ligands pour moduler la 
liaison, la sélectivité et l’activation 15 – divergent considérablement (34-40% de 
similitude) 16,17. Une différence notable a été notée par Whistler et al 18 au niveau de la 
queue C-terminale des récepteurs mu et delta. Ce groupe a identifié une protéine qui 
se lie préférentiellement à la queue cytoplasmique des DOR ; il s’agit d’une GASP 
(pour «GPCR-associated sorting protein») qui entraîne une dégradation rapide des 
DOR alors que les MOR ne subissent pas cette dégradation, il sont plutôt recyclés à 
la surface cellulaire18. En revanche, les MOR possèdent une séquence signal de 17 





absente des autres récepteurs opioïdes. À l’intérieur de cette séquence, les résidus 
LENLEAE semblent essentiels pour un recyclage efficace 19.  
 
 Au niveau de la composition des récepteurs opioïdes, on retrouve des sites de 
glycosylation des asparagines dans le domaine N-terminal, ces derniers pourraient 
avoir un rôle dans les voies de maturation des récepteurs 20. Plusieurs résidus 
cystéines se retrouvent dans la séquence des récepteurs et possèdent des rôles clés : 
on en retrouve dans les première et deuxième boucles extracellulaires pour la 
formation de ponts disulfures; d’autres, 1 ou 2 selon le sous-type de récepteur, se 
localisent dans la région proximale du domaine C-terminal pour la palmitoylation 20,21. 
Ce phénomène prendrait part au transport du récepteur à la surface cellulaire ainsi 
que dans la transduction de signaux suivant la liaison d’un agoniste en retardant la 
phosphorylation du récepteur par certaines kinases 16,21,22. Au niveau des boucles 
intracellulaires et de la queue C-terminale, les récepteurs opioïdes ont en commun 
plusieurs résidus susceptibles d’être phosphorylés par des kinases : dans la première 
boucle intracellulaire, on retrouve 1 résidu tyrosine et 3 thréonines; dans la seconde, 
1 sérine, 1 thréonine et 1 tyrosine; dans la troisième, 3 sérines et 1 tyrosine; et enfin 
dans le domaine C-terminal, 2 tyrosines et 1 sérine 16. En fait, la phosphorylation des 
résidus contenus dans la troisième boucle intracellulaire ainsi que dans le domaine C-
terminal est impliquée dans le mécanisme de désensibilisation 14 (sera vu plus loin en 
détail). De plus, les tyrosines contenues dans les 1ère et 2ème boucles régulent l’activité 
des KOR et MOR 23,24. Aussi, un motif hautement conservé des RCPG se trouve 
dans les récepteurs opioïdes, le motif «D/ERY». Il est contenu entre le troisième 
domaine transmembranaire et la seconde boucle intracellulaire et joue un rôle critique 





Enfin, un autre motif, le motif NPXXY, est campé à l’interface membrane – 7e 
domaine transmembranaire afin de maintenir la structure du récepteur et comme le 
motif D/ERY, il pourrait contribuer à l’activation du récepteur 21. L’ensemble des 
propriétés structurales des récepteurs delta opioïdes est représenté à la figure 1. 
Figure 1. Représentation schématique de la séquence du récepteur delta opioïde de rat. Les 
acides aminés sont représentés par leur code à une lettre. Les lignes horizontales représentent la 
membrane cytoplasmique. Les domaines transmembranaires sont numérotés de I à VII et les boucles 
sont déterminées par les lettres IL et EL selon leur emplacement (IL – intracellular loop ; EL – 
extracellular loop). Les acides aminés conservés entre les différents sous-types de récepteurs sont 
représentés dans les cercles noirs et gris. Les sites de N-glysosylation sont étalés dans la queue N-
terminale et identifiés par un « Y ». Un des deux sites de palmitoylation est indiqué dans la queue C-
terminale. Un pont disulfure est représenté entre les cystéines des boucles EL-I et EL-II. Le motif 
D/ERY est situé dans la boucle IL-II et le motif NPXXY est retrouvé dans le domaine VII. Les 
résidus sérines, tyrosines et thréonines sont représentés respectivement par les lettres S, T et Y. 








 De fortes évidences pharmacologiques indiquent l’existence de différents 
sous-types de récepteurs. Il existe trois types de récepteurs opioïdes, soit mu, delta et 
kappa, et ces derniers sont codés par des gènes différents. De ces trois types, le 
récepteur mu demeure le plus étudié par son important pouvoir analgésique et par 
son implication dans l’abus de drogues. Des études de liaison ont proposé l’existence 
d’environ 21 sous-types pharmacologiques de mu qui répondraient différemment aux 
ligands 27. Les plus étudiés se dénomment µ1, µ2 et M6G 28. Ces études pré-cliniques 
permettent de faire la correspondance avec les différences cliniques notées au sein 
des réponses variables aux analgésiques des patients. Cependant, puisque un seul 
gène MOR, Oprm, a été identifié 29, la présence de différents sous-types 
pharmacologiques pourrait être attribuable à l’épissage alternatif 30 ou encore à la 
formation d’hétérodimères avec d’autres récepteurs 31. Pour les DOR, malgré les 
différents sous-types identifiés pharmacologiquement, il n’y a aucune évidence que 
ces sous-types résultent de l’épissage alternatif 17. L’explication la plus vraisemblable 
pour leur différence pharmacologique serait imputable à l’hétérodimérisation avec 
d’autres DOR, MOR ou encore KOR 31. Finalement, 3 différents sous-types de KOR 
existeraient, mais il n’est pas clair s’il s’agit de variants dus à l’épissage alternatif 32 ou 
de l’effet de l’hétérodimérisation avec d’autres classes de récepteurs. 
1.1.2. Distribution et rôle physiologique : douleur et récompense  
 Les récepteurs opioïdes sont distribués dans tout le système nerveux à 
différents niveaux d’expression selon les régions et les types de récepteur 6. Au niveau 
des structures du système nerveux, le cortex, le thalamus, l’hypothalamus et 
l’amygdale sont les régions les mieux connues pour moduler l’intégration de 
l’information dans la perception de la douleur ainsi que de la réponse autonomique 





une quantité importante de récepteurs opioïdes 33. Le tronc cérébral, la matière grise 
périaqueducale (PAG) et le bulbe rostroventral (RVM) contiennent également des 
récepteurs opioïdes 34. D’autres récepteurs se situent au niveau spinal, ce qui permet 
d’inhiber le réflexe spinal nocicepteur et d’inhiber les afférences spinothalamiques. 
Ces récepteurs se retrouvent dans les lamina I à V de la substantia gelatinosa 16. Selon 
Stein et Yassouridis 35, les opioïdes seraient également capables d’inhiber les 
décharges d’afférences nociceptives en périphérie et plus particulièrement lors de 
l’inflammation, car les récepteurs opioïdes seraient plus fortement exprimés dans ces 
conditions. De façon résumée, la modulation de la douleur s’effectue de la façon 
suivante (voir aussi figure 2) : l’hypothalamus, l’amygdale et le cortex envoient des 
influx aux neurones du PAG et au noyau réticulé paragigantocellulaire (NRPG), 
lesquels projettent en retour au RVM incluant le noyau du raphé magnus. De là, des 
neurones 5-HT se dirigent vers la substantia gelatinosa de la corne dorsale de la 
moelle épinière pour y exercer une influence inhibitrice sur les afférences 
nociceptives par l’intermédiaire d’interneurones relâchant l’encéphaline, un opioïde 
endogène. Le RVM projette également au locus coeruleus (LC), lequel envoie des 
projections noradrénergiques à la corne dorsale de la moelle épinière. En fait, c’est à 
niveau que se situent les terminaisons nerveuses des fibres Aδ et C 36 et par 
conséquent, c’est à ce niveau que l’inhibition survient par les interneurones 
opioïdergiques. Globalement, il y aurait présence de récepteurs opioïdes sur les 
afférences primaires neuronales produisant de la substance P (substance responsable 
de l’hyperalgésie) ainsi que sur les neurones spinothalamiques qui constituent les 
seconds neurones de la voie afférente de la douleur. L’analgésie survient, entre autre, 
suite à l’inhibition par les opioïdes du relâchement de la substance P et suite à 
















Figure 2. Représentation mécanistique et anatomique du système de contrôle descendant 
endogène de la douleur, montrant les endroits ciblés par les opioïdes exogènes. Le cortex, le 
thalamus ou l’hypothalamus, au même titre que les opioïdes exogènes, activent la substance grise 
périaqueducale. Cette dernière envoie des efférences au noyau du raphé magnus (NRM). Ce dernier 
projette à la corne dorsale de la moelle épinière pour inhiber les afférences nociceptives. L’inhibition 
se fait par le biais d’interneurones opioïdergiques (non montré sur la figure). Les opioïdes peuvent 
également agir sur le noyau paragigantocellulaire (NRPG) pour exercer cet effet inhibiteur sur les 
afférences nociceptives. Les opioïdes exogènes agissent en outre directement au niveau de la corne 
dorsale ainsi qu’au niveau périphérique. Le locus coeruleus (LC) projette à la corne dorsale via des 
neurones noradrénergiques pour y produire un effet antinociceptif. Source : à gauche, adapté de 
Pharmacology 37; à droite, tiré de la revue Le clinicien 38.  
 
 En plus d’être situés dans les voies inhibitrices de la douleur, les récepteurs 
opioïdes se retrouvent dans l’aire tegmentale ventrale (ATV), le noyau accumbens 
(NAcc), le noyau raphé 39 et dans plusieurs structures du système limbique. Certaines 
de ces régions prennent part au complexe circuit de récompense et à la réponse 
motivée. Les centres de contrôle prépondérants du circuit de récompense sont l’aire 
tegmentale ventrale, le noyau accumbens ainsi que leurs projections au cortex 
préfrontal et à certains noyaux thalamiques. Ce circuit fonctionne de la façon 





le septum, dans l’amygdale, dans les noyaux thalamiques et dans le cortex préfrontal 
pour y libérer de la dopamine. La portion centrale (ou «core») du NAcc prend part au 
contrôle moteur de la récompense, le cortex préfrontal intervient dans l’attention et 
la sélection des comportements tandis que la portion externe (ou «shell») du NAcc 
participe à la composante hédonique de la récompense 40. Comme la libération de 
DA dans le circuit de récompense est contrôlée en partie par le système opioïde, ce 
dernier a le pouvoir de renforcer la réponse de récompense. Selon Nestler 41, certains 
interneurones gabaergiques de l’ATV et du NAcc seraient munis de récepteurs 
opioïdes dont le rôle serait important dans la régulation du circuit. Sous l’action 
d’agonistes opioïdes, l’inhibition de ces interneurones sur l’ATV est levée, 
désinhibant les projections dopaminergiques en direction du NAcc ou en direction 
de d’autres cibles pour produire la réponse de récompense 41. Cette dernière peut être 
indépendante du système dopaminergique puisqu’il y a également des récepteurs 








Figure 3. Simplification de l'action des opioïdes sur l'aire tegmentale ventrale et le noyau 
accumbens. On constate que l’inhibition d’un interneurone GABA du VTA par les opioïdes permet 
aux afférences glutamatergiques de la même région de stimuler la libération de DA. Cette libération 
produit la réponse de récompense dans le NAc. Les opioïdes peuvent également stimuler directement 
la réponse de récompense par la présence de récepteurs dans le NAc. VTA – aire tegmentale ventrale, 
DA – dopamine, NAc – noyau accumbens et GABA – acide γ-aminobutyrique. Source : Nestler 2005 
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1.1.3. Récepteurs opioïdes et cibles pharmacologiques pour les analgésiques.  
 Les analgésiques exogènes agissent de la même façon que les substances 
endogènes pour empêcher la douleur : ils modulent l’algésie en inhibant les canaux 
calciques voltage-dépendants pour empêcher la libération de neurotransmetteurs (i.e. 
substance P) et/ou ouvrent les canaux potassiques pour hyperpolariser les neurones, 
un effet garant de l’inhibition de l’excitation neuronale 34. Les substances opioïdes 
capables d’activer les récepteurs delta ont un pouvoir antalgique plus faible que celles 
qui agissent sur les récepteurs mû. Toutefois, les agonistes delta ne provoquent que 
peu ou pas d’effets secondaires comparés aux agonistes mû, c’est-à-dire qu’ils 
induisent moins de dépression respiratoire, de constipation et de dépendance 
physique 43,44. Ainsi, les agonistes DOR deviennent des cibles attrayantes pour le 
traitement des douleurs sévères. Plusieurs hypothèses sont énoncées quant à leur 





proportion est présente sur la membrane plasmique des neurones, la majorité étant 
retenue dans le cytoplasme 45. Par contre, dans le cas de douleur chronique ou lors 
d’administration de morphine prolongée, les DOR peuvent être recrutés à la surface 
cellulaire, ce qui accentue l’effet pharmacologique des agonistes 46,47 ,48. 
1.2. Signalisation des DOR 
 Les récepteurs monomères delta, nommés ainsi pour vas deferens car ils ont 
été découverts dans cette région pour la première fois 49, sont couplés négativement à 
l’adenylate cyclase via la protéine de transduction Gαi/o sensible à la toxine 
pertussique (voir section suivante pour plus de détails). Ils exercent alors un contrôle 
inhibiteur sur la voie AMPc dépendante lors d’une stimulation aiguë 16,50. En outre, 
ces récepteurs sont directement couplés à des canaux calciques et potassiques 
voltage-dépendants par l’intermédiaire des sous-unités βγ des protéines G 51. Ainsi, 
leur stimulation par un agoniste influence directement l’activité électrique des 
neurones en réduisant leurs décharges neuronales par hyperpolarisation de leur 
potentiel de membrane et par la réduction de la libération calcium-dépendante de 
neurotransmetteurs 52,53. Les DOR activent également la voie ERK, voie autrefois 
reconnue comme exclusive aux récepteurs à tyrosines kinases (RTK). Les récepteurs 
delta ont la capacité de former des oligomères avec d’autres DOR ou même avec les 
autres membres de la famille des récepteurs opioïdes, ce qui modifie en partie leur 
signalisation. Lorsqu’ils sont jumelés avec un autre DOR, leur profil de signalisation 
ne se modifie pas. Par contre, l’hétéro-oligomère MOR-DOR se couple à des 
protéines G insensibles à la toxine pertussique et la liaison de ligands pour chaque 
type de récepteur entraîne des effets synergiques 31. L’hétéro-oligomère DOR-KOR 





1.3. Protéines G 
1.3.1. Familles et structure  
 Les protéines G constituent un hétérotrimère, lequel est formé des sous-
unités alpha, beta et gamma. Plusieurs sous-types de chacune des ces sous-unités ont 
été clonés et la myriade de combinaisons entre chacun des sous-types de sous-unité 
leur attribue des effets différents sur la neurotransmission 54. Par convention, elles 
sont classifiées en 4 familles selon le type de protéine alpha : on reconnaît les Gs, les 
Gi/o/t/z auxquelles sont couplées les DOR, les Gq/11 ainsi que les G12/13. Les familles 
Gs, et Gq/11 ont des effecteurs très bien définis, soit l’adénylate cyclase (AC) et la 
phospholipase C-β (PLC- β) respectivement 55. La signalisation de la famille d’intérêt, 
Gi/o/t/z, est plus complexe car elle se fait à la fois par les sous-unités α et les β/γ (ils 
agissent en pair) 55. Enfin, les fonctions régulées par la famille G12/13 sont diverses.  
 
 Au niveau de leur structure, les protéines Gα contiennent 2 domaines : un 
domaine GTPase impliqué dans la liaison et l’hydrolyse du GTP et un domaine 
hélicoïdal qui ensevelit le GTP à l’intérieur du cœur de la protéine 56. Ce même 
domaine hélicoïdal pourrait également avoir le rôle de diriger la spécificité du 
récepteur envers le bon effecteur couplé aux protéines G. En fait, l’interaction entre 
le récepteur et la protéine G se fait majoritairement au niveau de la 3e boucle 
intracellulaire du récepteur pour la spécificité, alors que la 2e boucle du récepteur est 
déterminante dans l’efficacité. Decaillot et al 57 ont démontré que la queue C-
terminale du récepteur constitue un site important d’interaction puisque des 
mutations à ce niveau peuvent compromettre l’interaction récepteur – protéines G. 
Cependant, certains affirment que la spécificité récepteur – protéine G n’est pas 





du récepteur. Cela résulterait plutôt d’un réseau de contacts spécifiques entre le 
récepteur et les protéines G, un réseau qui diffère pour chacun des types de protéines 
α et pour chacun des types de récepteurs, ce qui entraîne une multitude de 
combinaisons possibles responsables de la spécificité 56. 
1.3.2. Cycle d’activation des protéines G 
 L’activation du récepteur suivant la liaison d’un ligand facilite l’arrimage des 
protéines G hétérotrimériques aux domaines intracellulaires de ce récepteur. Les 
protéines adoptent alors une conformation active qui permet de remplacer un GDP 
de la poche de liaison, auparavant lié à la protéine Gα inactive, par un GTP à cette 
même sous-unité devenue active. Cette étape est limitante dans le processus 
d’activation des protéines G. L’hétérotrimère maintenant actif se dissocie pour 
activer les effecteurs appropriés : d’une part, le dimère Gβγ active ses effecteurs et 
d’autre part, la Gα active ses effecteurs. Bünemann et al 58-60 ont démontré, à l’aide 
d’expériences en FRET («fluorescence resonance energy transfer»), que l’activation 
des protéines G résultait plutôt d’un changement de conformation des sous-unités 
que de leur séparation, mais cela fait toujours objet de nombreuses études. 
L’inactivation des protéines G survient à la suite de l’hydrolyse du GTP en GDP, 
processus engendré grâce au domaine GTPase de la sous-unité α elle-même. 
Cependant, ce processus hydrolytique peut être accéléré par les protéines activatrices 
de GTPase (nommées GAP) comme les régulateurs de la signalisation des protéines 
G (RGS). Certains effecteurs des sous-unités α, comme la phospholipase-β, 
l’adénylate cyclase V ou la sous-unité γ de la phosphodiestérase, exercent un rétro-
contrôle inhibiteur sur l’amplitude et la durée du signal générés par la sous-unité α 





1.3.3. Effecteurs activés par les protéines Gi/o  
 Originellement, cette voie fut identifiée par sa capacité à inhiber l’AC et par le 
fait même, la formation d’AMPc 55. La signalisation via Gαi est inhibée par la toxine 
pertussique qui l’ADP-ribosyle, ce qui empêche alors toute interaction avec le 
récepteur pour la transduction de signaux. Lorsqu’actif, le complexe Gβγ provenant 
des Gi/o interagit directement avec plusieurs molécules effectrices : il recrute les 
GRK (kinase des récepteurs à protéines G) à la membrane; régule la PLC- β1, -β2 et -
β3 61, 62 ; active les canaux potassiques 63-65; inhibe les canaux calciques 66 et enfin, 
stimule l’AC II et IV 67,68 le facteur d’échange Ras 69; la protéine kinase Raf-1 70 ainsi 
que le phosphoinositol-3-kinase (PI3K). Il a également été démontré par Ma et al 71 
que la protéine Gα était capable d’interagir directement avec la tyrosine kinase C-Src, 
mais ces observations n’ont été notées que par ce groupe de chercheurs.  
1.4. Voies de signalisation intracellulaire liées aux 
récepteurs opioïdes 
1.4.1. Inhibition de l’adénylate cyclase 
 L’activation de l’un ou l’autre des types de récepteurs opioïdes entraîne des 
effets cellulaires communs. Les récepteurs opioïdes actifs inhibent un effecteur 
important, l’AC, par l’intermédiaire de la sous-unité α des protéines G, diminuant 
alors la production d’AMPc. Malgré une utilisation expérimentale fréquente par le 
passé et encore aujourd’hui de ce phénomène pour étudier le couplage entre les 
récepteurs opioïdes et leurs effecteurs, il reste que la signification physiologique de 
cette inhibition ne commence qu’à être démystifiée. Par exemple, on sait qu’au niveau 
du LC, l’absence d’inhibition par les opioïdes amène une augmentation de l’activité 
de l'AMPc qui promeut, à son tour, l’activation d’une protéine kinase, la protéine 





cellulaires, comme le relâchement de neurotransmetteurs 72, et altère l’expression de 
certains gènes par la stimulation de différents facteurs de transcription tels que 
CREB. Également, la baisse d’AMPc à l’intérieur de la cellule module un courant 
cationique non-sélectif voltage-dépendant 73. Normalement, ce courant est activé en 
réponse à une hyperpolarisation de la cellule pour rétablir le potentiel membranaire à 
la normale. Cependant, l’AMPc intracellulaire régule ce courant : une forte 
concentration d’AMPc l’active pour rendre le potentiel peu négatif et une faible 
concentration l’inhibe 74. Ainsi, en présence d’opioïdes, le potentiel de membrane des 
neurones du LC s’hyperpolarise en réponse à l’inhibition du canal cationique, 
réduisant alors l’excitabilité de la cellule 73. 
 Il a été noté dans certaines régions de l’encéphale que le système opioïde 
pouvait aussi stimuler la production d’AMPc suivant la liaison d’un agoniste en 
situation aiguë. Deux régions ont été identifiées, soit le bulbe olfactif 75 et des 
afférences neuronales primaires 76. La stimulation d’AMPc par les opioïdes se 
rapporte normalement en situation chronique, lorsque les phénomènes de 
désensibilisation des récepteurs sont enclenchés et que les facteurs de transcription 
altèrent l’expression génétique de même que le phénotype fonctionnel des neurones. 
Ces changements phénotypiques associés avec l’utilisation à long terme d’opiacés 
expliquent en partie l’existence du syndrome d’abstinence (ou de manque) et 






Figure 4. Représentation de quelques voies induites par les protéines Gi une fois les 
récepteurs opioïdes activés par un agoniste en situation aiguë. Suivant la liaison d’un agoniste 
(A) au récepteur, les sous-unités βγ inhibent les canaux calciques voltage-dépendants, empêchant le 
relâchement de neurotransmetteurs (NT). La stimulation du récepteur amène également la sous-unité 
α à inhiber l’adénylate cyclase (AC). Habituellement, cette dernière stimule la production d’AMPc, qui 
à son tour, active la PKA pour finalement mener à l’excitation de CREB. L’AMPc est aussi 
responsable de l’activité d’un canal sodique voltage-dépendant. Enfin, le complexe βγ peut, à lui seul, 
activer les canaux potassiques voltage-dépendants afin d’hyperpolariser le neurone. Flèches rouges = 
inhibition, flèches bleues = stimulation 
1.4.2. Cascade impliquant les MAPK 
1.4.2.1 Modules d’activations 
 On sait également que les récepteurs opioïdes ont la capacité de stimuler la 
voie ERK (kinase régulant les signaux extracellulaires), mais le mécanisme impliqué 
n’est pas encore élucidé totalement et il constitue l’un de mes objectifs d’étude. En 
fait, la voie ERK, appartenant à la famille des protéines kinases activant les facteurs 
de croissance cellulaire (MAPK), était considérée jusqu’à tout récemment comme une 






























à la signalisation nucléaire mais qui est initiée par des récepteurs membranaires, 
consiste en une cascade d’interactions protéine-protéine, de translocations et de 
phosphorylations 74. Ces protéines phosphorylent et doivent être phosphorylées pour 
devenir actives. Ainsi, les MAPK sont activées par les MAPKK (MAPK kinase), 
lesquelles sont activées à leur tour par les MAPKKK (MAPK kinase kinase). Ces 
trois kinases constituent un modèle de signalisation universel. Elles doivent être 
phosphorylées au niveau des sérines, thréonines et tyrosines pour être actives. En 
plus de ERK qui appartient à la famille des MAPK, on retrouve la JNK («c-jun N-
terminal kinase») et la p38-MAPKinase, des protéines impliquées dans la réponse 
cellulaire au stress environnemental qui partagent le même modèle d’organisation 79. 
 
 Les trois différents modules de MAPKinases comprennent des sous-familles : 
il y a la sous-famille Raf de MAPKKK qui regroupe 3 protéines, cRaf-1, A-Raf et B-
Raf ; la sous-famille MEK de MAPKK formée par MEK1 et MEK2 ; et la sous-
famille ERK de MAPK, soit ERK1-2 80. Une fois la protéine ERK active, plusieurs 
événements peuvent survenir : elle peut phosphoryler un grand nombre de substrats 
81 dont des protéines de sa propre cascade, comme Raf et MEK, pour une 
rétroinhibition 82,83; des protéines du cytosquelette 84 ou encore des protéines 
régulatrices des récepteurs couplés aux protéines G, comme les GRK2 85. Dans le cas 
des récepteurs opioïdes, un des principaux intérêts de leur habileté à stimuler la 
cascade ERK demeure leur pouvoir de moduler l’expression génétique. En effet, 
ERK active certains facteurs de transcription 86,87, comme par exemple CREB 88 et 
AP-1, ces derniers étant impliqués dans les effets à long terme des opiacés tels que la 





1.4.2.2 Mécanisme d’activation des MAPK par les RCPG 
   Essentiellement, les RCPG utilisent 4 modes d’activation de ERK : (1) via les 
seconds messagers, (2) via les sous-unités βγ, (3) via la transactivation des récepteurs 
à tyrosine kinase ou encore (4) via les β-arrestines 89. Les principales voies 
dépendantes de seconds messagers reconnues pour activer les MAPK sont celles 
impliquant la PKA et la PKC. Dans les cellules neuronales et hématopoïétiques, 
l’activation de la PKA subséquente à l’augmentation d’AMPc par une protéine Gs 
mène à la phosphorylation d’un facteur d’échange Rap-1, une GTPase de la famille 
Ras, qui active par la suite B-Raf 89. Cependant, l’activation de la PKA dans les 
fibroblastes mène à une inhibition de ERK secondaire à l’inhibition de c-raf-1 90. 
L’AMPc peut également activer Rap-1 par l’intermédiaire d’Epac, une protéine 
capable de lier directement l’AMPc qui appartient aux GEF («GTP exchange 
factor»). Cette protéine active Ras par l’échange d’un GDP pour un GTP 91. Quant à 
la PKC, l’activation des MAPK implique la phosphorylation de Raf-1 par la PKC qui 
a été préalablement activée par la phospholypase Cβ, elle-même recrutée par la 
protéine Gq/11. Pour le second mode d’activation des MAPK, le groupe de Wetzker 
92 fut parmi les premiers à démontrer un lien entre βγ et ERK. Il semblerait que le 
dimère βγ, lorsque libéré de Gαi, interagissent avec Src 93-95 et/ou avec la PI3K pour 
phosphoryler quelques substrats incluant Shc (une protéine adaptatrice) et certains 
récepteurs à tyrosines kinases 1. Ces substrats ou récepteurs à tyrosine kinase 
interagissent avec Grb-2/Sos qui activent à leur tour Ras puis le reste de la cascade 80. 
Tel qu’abordé précédemment, la transactivation des récepteurs à tyrosine kinase 
(RTK) figure parmi les modes d’activation des MAPK. Le mécanisme proposé est 
l’activation de métalloprotéases, qui, à leur tour, actionnent la transactivation des 





solubles. Ces derniers se lient aux récepteurs à facteurs de croissance afin d’initier 
une cascade de signalisation 96. Enfin, le complexe β-arrestine serait également 
activateur des MAPK 80,97,98. Une fois en interaction avec les récepteurs, les β-
arrestines recrutent, dans l’ordre, Raf-1, MEK et ERK. La β-arrestine interagit 
également avec la tyrosine kinase c-Src pour activer les MAPK 99,100. À ce moment, 
seules des protéines cytosoliques sont phosphorylées par ERK car la β-arrestine les 
restreint à proximité de la membrane, ce qui empêche toute interaction future avec le 
noyau.  
1.4.2.3 MAPK et activation des récepteurs opioïdes  
 La voie ERK en est une d’importance pour les récepteurs opioïdes. En effet, 
puisque ERK interagit par moment avec des facteurs de transcription, ceci pourrait 
expliquer l’effet des opiacés sur la plasticité neuronale, phénomène synonyme de 
changements permanents dans le fonctionnement de l’encéphale. Les DOR 
modifient moins la biologie du cerveau que les MOR, ce qui leur confère, encore une 
fois, un certain intérêt pharmacologique. Cependant, ces effets surviennent plutôt à 
long terme tel qu’expliqué dans la précédente section. Les modes d’activation 
empruntés par les récepteurs opioïdes sur la cascade ERK ont été étudiés mais pas 
totalement élucidés. Belcheva et al 101ont proposé un mécanisme d’activation de ERK 
différent entre les récepteurs MOR et KOR. Il semblerait que les MOR nécessitent la 
présence de calmoduline puis de la phospholipase C, laquelle active la PKCε par 
l’intermédiaire de diacylglycerol pour initier la transactivation des récepteurs EGF 
(EGFR). Cette dernière étape nécessite les métalloprotéases pour mener à l’activation 
de la cascade MAPK 102. Quant aux récepteurs KOR, l’activité de la voie ERK débute 
via l’activation des sous-unités βγ. Celles-là stimulent la PI3K, ce qui génère alors le 





enfin de ERK 102. Le groupe de Kramer 103 a démontré que les DOR, au contraire des 
MOR, ne requièrent en aucun cas la transactivation des récepteurs à tyrosine kinase 
(RTK) pour stimuler ERK. Cette observation fut contredite par le groupe de Schulz 
104 qui étudiait le même type cellulaire. Ils affirment que la transactivation des EGFR 
est nécessaire pour activer ERK et survient via la stimulation des métalloprotéases 104. 
Cette transactivation pourrait également impliquer la tyrosine kinase c-Src puisque en 
utilisant l’inhibiteur spécifique de Src, PP2, ils arrivent à démontrer une diminution 
de la quantité de ERK phosphorylées à l’électrophorèse (ERK phosphorylée 
correspond à la forme active de la protéine). Le problème majeur avec cette 
conclusion réside au niveau de la concentration d’inhibiteur d’EGFR. Pour arriver à 
prouver l’implication des récepteurs à EGF, ils les ont inhibé en utilisant une 
concentration si élevée qu’il n’est pas exclu que les tyrosines kinases non-réceptrices 
soient du même coup inhibées. Enfin, Kramer et Simon 105 ont établi que les 
récepteurs opioïdes ne devaient pas forcément être internalisés pour activer la 
cascade MAPK, une restriction initialement proposée par le groupe de Pierce 106.  
1.5. Tyrosines Kinases 
 Les tyrosines kinases ont été abordées brièvement dans les sections 
précédentes et nous avons vu qu’elles pouvaient être des effecteurs des RCPG aussi 
bien que des intermédiaires dans la cascade des MAPK. Dans cette section, un 
aperçu général de ce type de protéine sera vu pour faire place au thème principal 
qu’est le rôle des tyrosines kinases non réceptrices dans la régulation de la 





1.5.1. Familles et fonctions des tyrosines kinases 
 Les protéines tyrosine kinases (PTK) catalysent la phosphorylation de résidus 
tyrosines. Il y a deux classes majeures à ce type d’enzyme : les protéines kinases 
réceptrices (i.e. EGFR) et les protéines kinases non-réceptrices, soit la catégorie dont 
font partie les tyrosines kinases de la famille de Src. Ces enzymes s’impliquent dans 
plusieurs voies de signalisation cellulaire et sont la clé de nombreuses fonctions 
cellulaires telles que la prolifération, la différentiation, l’effet anti-apoptotique ainsi 
que la croissance des neurites. Une mauvaise régulation de ces enzymes, comme par 
exemple l’introduction de certaines mutations à l’intérieur de leur séquence aminée 
ou encore une élévation de leur expression, peut mener à diverses formes de cancer 
107,108.  
1.5.2. Structure des familles de protéines tyrosines kinases 
 Les PTK réceptrices possèdent un domaine de liaison extracellulaire, un 
domaine transmembranaire et un domaine catalytique intracellulaire. Le domaine 
transmembranaire ancre la protéine à l’intérieur de la membrane plasmique, alors que 
le domaine extracellulaire a pour fonction de lier les facteurs de croissance. Il existe 
plusieurs motifs structuraux pour ces domaines extracellulaires. L’activation des 
récepteurs s’effectue une fois qu’un ligand s’est lié au domaine extracellulaire, ce qui 
prévaut pour les RCPG. Ceci a pour effet d’induire la dimérisation de deux 
récepteurs à proximité. Les récepteurs maintenant actifs sont capables 
d’autophosphoryler les résidus tyrosines extérieurs à leur domaine catalytique par une 
trans-phosphorylation. Le but de ce processus est de stabiliser le récepteur dans une 
conformation active et de créer des sites de liaisons phosphotyrosines pour des 
protéines transductrices de signaux. Les protéines qui se lient aux domaines 





la petite protéine G RasGAP, la PI3K, la PLCγ, la phosphotyrosine phosphatase 
SHP et certaines protéines adaptatrices comme Shc, Grb2 and Crk. 
  
 Au contraire des PTK-réceptrices, les protéines kinases non-réceptrices sont 
localisées dans le cytoplasme, le noyau ou sont ancrées au feuillet interne de la 
membrane plasmique. Il existe 8 familles différentes de tyrosines kinases non-
réceptrices : SRC, JAK, ABL, FAK, FPS, CSK, SYK et BTK. Dans chacune de ces 
familles, plusieurs membres ont été identifiés. À l’exception du domaine kinase 
homologue («Src Homology 1», ou domaine SH1) et de certains domaines 
d’interaction protéines-protéines (domaines SH2 et SH3), ces différentes familles ont 
peu de caractéristiques structurales communes.  
1.5.3. SFK, leur expression, en particulier c-Src 
 SFK est l’acronyme de «Src-family protein tyrosine kinase». Cette famille 
comprend 9 membres, soit c-Src, Fyn, Yes, Lck, Lyn, Hck, Fgr, Blk et Yrk. Ces 
enzymes sont étroitement régulées pour éviter des dommages irréversibles aux 
organismes qui les contiennent (i.e. initier un cancer, tel que mentionné plus haut). 
Ainsi, des interactions intramoléculaires de leur domaine fonctionnel les 
maintiennent dans une conformation inactive.  
 
 Voilà plus de 25 ans que le proto-oncogène c-Src, premier membre identifié 
des SFK, fut découvert. On sait maintenant que la protéine Src est retrouvée de 
façon ubiquitaire dans les cellules des vertébrés et que son expression est plus forte 
dans le cerveau, les ostéoclastes ainsi que les plaquettes 109. Ceci suggère alors que Src 





plaquettes sont anucléées, et par conséquent, dépourvues de pouvoir mitotique alors 
que les neurones sont des cellules post-mitotiques.  
1.5.4. Src – domaines majeurs, formes actives et inactives 
 La protéine Src possède 3 domaines majeurs : un domaine kinase catalytique 
nommé SH1 (pour Src Homology 1) ; un domaine reconnaissant les résidus tyr 
phosphorylés nommé SH2 (pour Src Homology 2) qui est impliqué dans la 
formation de plusieurs complexes de signalisation 110,111; et enfin un domaine se 
nommant SH3 (pour Src Homology 3) qui reconnaît des motifs polyprolines 110. SH2 
et SH3 prennent part aux interactions protéines-protéines alors que le domaine 
kinase catalytique contient le site kinase actif. Src se retrouve sous 2 formes, inactive 
et active, des formes rigoureusement contrôlées pour les raisons mentionnées 
précédemment. Il existe 2 sites de phosphorylation majeurs sur Src et la 
phosphorylation de ces sites est responsable de leurs différentes formes (actives ou 
inactives). Le premier site se situe au niveau de la tyrosine #416 (Y416) de la 
séquence aminée. Sa phosphorylation permet de maintenir Src selon sa forme active. 
L’activation de c-Src s’initie par une interaction protéine-protéine entre les domaines 
SH2 et SH3 pour enfin mener à l’autophosphorylation de la Y416 qui stabilise la 
forme active. Tous ces événements libèrent la poche de liaison, permettant à un 
substrat d’y accéder. Le second site, plus critique, se situe au niveau de la tyrosine 
#527. La phosphorylation et la déphosphorylation sont régulés par diverses protéines 
telles que des kinases CSK (phosphorylent) 112 ou des phosphorylases SHP-1 
(déphosphorylent). En fait, la phosphorylation de la Y527 inactive Src car ce résidu, 
une fois phosphorylé, modifie la conformation de la protéine pour que le domaine 





déphosphorylation de la Y527 relâche cette liaison et ramène Src sous une forme 




















Figure 5. Schématisation de l’organisation structurale des SFK. A. Représentation des formes 
actives et inactives de Src. À gauche - Conformation inactive refermée des SFK stabilisée par 
l’interaction du domaine SH2 avec la tyrosine 527 (Y#527) phosphorylée afin de positionner le 
domaine SH3 avec le domaine «linker». Au centre – Illustration (à l’aide des flèches) des différents 
mécanismes impliqués dans l’activation de Src. À droite – Conformation active ouverte des SKF 
stabilisée par la phosphorylation de la tyrosine 416 (Y#416) B. Structure des domaines des kinases 
SFK. Les membres de cette famille possèdent un domaine conservé «unique» qui inclut un segment 
N-terminal myristoylé. Il y a aussi un domaine SH3 suivi d’un domaine SH2, d’un domaine de liaison 
«linker», d’un domaine catalytique kinase et d’une courte queue C-terminale. Les résidus mutés dans la 
forme v-Src sont identifiés ainsi que le résidu Y#527 responsable de la forme active. Adaptée de Martin 







1.6. Régulation de l’efficacité de signalisation et rôle de 
Src dans la régulation des DOR 
  
 Suivant la liaison d’un agoniste à un récepteur opioïde, des mécanismes de 
régulation intracellulaire que l’on nomme désensibilisation s’enclenchent pour que 
l’effet ne dure pas indéfiniment. Plusieurs protéines participent à ces mécanismes de 
régulation, comme par exemple la tyrosine kinase Src. Aussi, l’exposition chronique 
des récepteurs opioïdes aux analgésiques ou aux drogues d’abus induit le phénomène 
de tolérance, ceci signifiant qu’il faut accroître les doses pour obtenir les effets 
recherchés quels qu’ils soient. Au niveau moléculaire, la tolérance se définit comme 
étant un processus de désensibilisation lui-même expliqué par une diminution de la 
capacité du récepteur d’induire un signal lorsqu’activé par un agoniste.  
1.6.1. Désensibilisation des RCPG 
 Pour que l’effet du ligand sur le récepteur cesse, ce dernier doit être inactivé 
par la phosphorylation de résidus sérines et/ou thréonines localisés du côté 
cytoplasmique au niveau de l’extrémité C-terminale et de la 3e boucle intracellulaire. 
Ce sont les protéines kinases dépendantes de seconds messagers (tels PKA ou PKC) 
ou les kinases couplées aux récepteurs à protéines G (GRK) qui viennent 
phosphoryler le récepteur 115 lorsqu’il adopte la conformation adéquate reconnue par 
les kinases 116. Lors du processus de désensibilisation homologue, les GRK, en plus 
de phosphoryler le récepteur, augmentent l’affinité de la β-arrestine pour le récepteur, 
soit la prochaine protéine à intervenir dans le processus de régulation du récepteur. 
La β-arrestine vient alors se lier à l’extrémité C-terminale du récepteur ou au niveau 
de la 3e boucle, ce qui enclenche le mécanisme de désensibilisation 117. Ceci entraîne 





important de rétrocontrôle qui a pour but de protéger la cellule d’une éventuelle sur-
stimulation aiguë ou chronique. Les β-arrestines participent également à l’endocytose 
du RCPG via des vésicules tapissées de clathrine. Ce processus requiert également la 
présence de la dynamine 118 et de l’AP-2. Cette dernière est une protéine adaptatrice, 
qui, à travers la β-arrestine, permet de relier le récepteur à l’endocytose. Une fois 
séquestrées à l’intérieur de la cellule, ces vésicules fusionnent avec des endosomes et 
à ce moment, les récepteurs peuvent être soit déphosphorylés et recyclés à la surface 
cellulaire, soit acheminés vers un lysosome où ils seront dégradés par protéolyse 2,117. 
Ils peuvent également être dégradés dans un protéasome sans nécessairement être 
ubiquitiné, un mécanisme propre aux DOR 119. Lorsque le récepteur est recyclé, une 
réassociation avec les protéines G est nécessaire avant qu’il soit à nouveau stimulable 
par un ligand (c.f. figure 6). 
Figure 6. Schématisation du mécanisme de désensibilisation homologue des récepteurs mû 
(voir texte pour description du mécanisme). Ces derniers sont internalisés lorsqu’ils sont stimulés par 
la méthadone, l’éthorphine ou le DAMGO. Par contre, la morphine n’entraîne pas l’internalisation des 






1.6.2. Activité de Src et phosphorylation des résidus TYR des RCPG 
 La phosphorylation des récepteurs par les kinases est reliée au processus 
d’internalisation. Cependant, à travers l’ensemble des RCPG, il n’y a aucune 
unanimité concernant les mécanismes empruntés pour l’internalisation. Trapaidze et 
collègues 120 ont établi que la modulation de la PKA ou de la PKC ne modifiait pas 
l’internalisation des récepteurs, observations qui demeurent contestées par certains. 
Selon eux, les kinases ne sont pas essentielles au processus d’internalisation pour les 
récepteurs opioïdes mais utiles pour le découplage. Cette conclusion est en partie 
basée sur des expériences faites avec les récepteurs β2-adrénergiques dont la protéine 
responsable de l’internalisation est la β-arrestine et non les kinases β-adrénergiques 
(nommées également GRK) 120. Par la suite, le groupe de Trapaidze 121 a démontré 
que la mutation des sérines 344 et 363 dans la portion C-terminale du récepteur delta 
diminuait significativement le processus d’internalisation sans toutefois l’inhiber 
complètement, alors que l'amputation de la portion C-terminale du récepteur pouvait 
inhiber totalement ou partiellement l’internalisation du récepteur selon le type 
cellulaire 122. Kramer et al 123 se sont par la suite intéressés à l’étude du rôle des résidus 
tyrosines, également phosphorylables, dans le mécanisme d’internalisation des DOR. 
En inhibant les SFK par l’inhibiteur spécifique PP1, son groupe a observé que le 
processus d’internalisation suivant la liaison d’un agoniste était compromis et qu’il y 
avait une diminution de l’activité de la cascade MAPK 123. Ils ont poursuivi leurs 
recherches pour étudier le rôle d’un résidu tyrosine spécifique (i.e. Y#318) du 
domaine NPXXY à proximité de la portion C-terminale. Suite à leurs 
expérimentations, ils conclurent que le remplacement de la tyrosine 318 par une 
phénylalanine atténuait le processus d’internalisation via les vésicules tapissées de 





viendraient davantage appuyer l’implication d’une SFK et la phosphorylation du 
domaine NPXXY dans ces mécanismes de régulation des récepteurs. Par contre, le 
rôle du domaine NPXXY dans l’internalisation est controversé puisque des 
mutations similaires dans le même domaine appartenant à d’autres RCPG ne 
modifient pas leur internalisation mais interfèrent avec leur signalisation. Ces 
données suggèrent donc que le domaine NPXXY serait essentiel au maintien de la 
structure globale des récepteurs 125. Une explication alternative des résultats par 
Kramer et collègues pourrait être que la mutation de la tyrosine du motif NPXXY 
modifie la capacité des DOR à activer les SFK nécessaires au processus 
d’endocytose. Cette assomption est supportée par le fait que les mutants des 
récepteurs DOR n’activent plus la cascade MAPK et Src prendrait part à cette étape 
(cf résultats).  
1.6.3. Src régule différentes étapes du processus d’internalisation  
 Dans les mécanismes de désensibilisation homologue classique, les protéines 
kinases de RCPG sont importantes pour promouvoir le recrutement des β-arrestines 
au récepteur ainsi que le découplage du récepteur et des protéines. Le groupe de 
Sarnago 126 a démontré, sur des cellules HEK-293 transfectées de façon stable avec 
les récepteurs β2-adrénergiques, que les GRK-2 étaient régulées par la protéine c-Src. 
En fait, la stimulation des récepteurs β2-adrénergiques par un agoniste mène à une 
phosphorylation rapide des résidus tyrosines des GRK-2, suggérant que GRK-2 est 
une cible pour la tyrosine kinase c-Src et cela peut avoir un rôle important dans 
l’activité kinase ainsi que la dégradation des GRK2 126. Le groupe de Fan 127 a 
complété ces observations en démontrant que la stimulation du récepteur β2-
adrénergique par un agoniste recrute Src via un mécanisme inconnu. À ce moment, la 





par c-Src pour à son tour phosphoryler le récepteur au niveau des résidus 
sérines/thréonines 127. Ensuite, la β-arrestine, en s’arrimant au récepteur, enclenche la 
machinerie cellulaire impliquée dans l’endocytose des RCPG. En fait, elle sert de 
tremplin à l’interaction du RCPG et des protéines responsables de l’endocytose, soit 
la clathrine et AP-2.  
 
 Les termes internalisation, séquestration et endocytose s’avèrent être 
synonymes et ils signifient que le récepteur est retiré de la membrane cellulaire par un 
compartiment intracellulaire appelé endosome pour y subir un recyclage ou une 
dégradation. Trois moyens d’internalisation sont reconnus : il y a par la formation de 
vésicules tapissées de clathrine, par les caveolaes ou encore par des vésicules non 
tapissées de clathrine. Cependant, les vésicules tapissées de clathrine sont les plus 
étudiées. Brièvement, voici le mécanisme : une fois que les GRK ont phosphorylé le 
récepteur et que la β-arrestine est venue se lier au complexe, l’invagination de la 
membrane s’accentue. Le recrutement de la clathrine du côté du cytosol se fait par 
l’intermédiaire de la protéine adaptatrice AP-2 ou directement par la β-arrestine. À ce 
moment, une grosse GTP-ase, la dynamine, vient se lier au complexe pour refermer 
le puit tapissé de clathrine contenant le récepteur et mener à la formation d’une 
vésicule. L’ensemble de ces différentes protéines paraît être régulé par la tyrosine 
kinase Src, ou enfin, par des membres de cette famille. Rien n’a encore été démontré 
à l’aide des récepteurs opioïdes, mais des études ont été produites sur les récepteurs 
β2-adrénergiques, sur les récepteurs à angiotensine 128,129 ainsi que les récepteurs à 
neurokinine 1 (NK-1R)130. Tel que discuté précédemment, Src active la GRK en la 
phosphorylant 127. C-Src interagit également avec la β-arrestine. Il a été établi que les 





la régulation par c-Src de certaines protéines accessoires pour le processus 
d’internalisation. Le groupe de Ahn 131 a démontré que la phosphorylation de la 
dynamine par c-Src était requise pour mener à l’internalisation du récepteur β2-
adrénergique et que ce processus était régulé par la stimulation du récepteur. En ce 
qui à trait à la protéine adaptatrice AP-2, le groupe de Laporte 132 avait remarqué, 
suite à la stimulation des récepteurs β2-adrénergiques, que la formation de vésicules 
tapissées de clathrine dépendait d’AP-2, et que cette dernière interagissait avec la β-
arrestine via sa sous-unité β2-adaptine. Son groupe a par la suite établi que c-Src 
régulait la dissociation d’AP-2 de la β-arrestine du récepteur à angiotensine II de type 
1 afin que le processus d’internalisation via les vésicules tapissées de clathrine se 
poursuive 128. Enfin, le groupe de Wilde 133 a démontré que l’endocytose des 
récepteurs EGF nécessitait la présence de la kinase c-Src pour l’activation de la 
clathrine et sa redistribution. 
 
1.7. Projet de recherche 
Il a déjà été démontré que les protéines tyrosines kinases non réceptrices 
étaient impliquées dans la régulation de différentes étapes du processus de 
désensibilisation homologue de certains récepteurs. Cependant, l’habileté des 
récepteurs delta opioïdes d’induire l’activité des kinases de la famille de Src et la 
participation de ces kinases à la désensibilisation des récepteurs n’ont pas encore été 
clairement démontrées. À ce jour, la seule évidence suggérant que les DOR puissent 
stimuler les kinases Src est indirecte et implique l’activation de la cascade ERK. Par 
contre, ce mécanisme demeure contreversé car certaines études suggèrent que 





En fait, cette controverse est associée à l’utilisation de fortes doses d’inhibiteurs de 
tyrosines kinases réceptrices, et par conséquent, à la possible perte de spécificité du 
traitement. Ainsi, les objectifs de mon projet étaient : 
1. d’établir les mécanismes d’activation de la cascade ERK par les DOR,  
2. d’évaluer si la kinase Src participe à cette cascade et  
3. le cas échéant, de déterminer si Src joue également un rôle dans la régulation de 
la réponse ERK une fois les DOR exposés à des ligands sélectifs. 
 
Enfin, l’ensemble des manipulations expérimentales ont été effectuées à l’aide 





2. MATÉRIEL & MÉTHODOLOGIE  
2.1 Réactifs 
Les réactifs chimiques et tampons, les inhibiteurs de protéase, le DPDPE (D-
Per-2,5-enkephaline), la forskoline, l’isobutylmethylxanthine, la toxine pertussique 
(PTX) ainsi que le saccharose proviennent de chez Sigma-Aldrich. Le 4-amino-5-(4-
chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine (PP2) sont fournis par VWR, 
l’albumine de sérum bovin provient de EMD Chemicals alors que l’adénosine [3H] 
est fournie par PerkinElmer Life Sciences. Le G418 (geniticine), DMEM, sérum de 
bovin fœtal, la glutamine, la pénicilline et la streptomycine proviennent de chez 
Wisent. 
2.2 Constructions d’ADN 
L’ADNc du récepteur humain DOR a été clôné à l’aide du vecteur 
d’expression pcDNA3 (Invitrogene) tel que décrit précédemment 134. Le codon 
STOP de ce récepteur, situé à l’extrémité C-terminale, a été muté à l’aide d’une 
trousse de mutagenèse Clontech afin d’y introduire une séquence codante pour 
l’épitope FLAG (DYKDDDDK). Cet épitope est combiné à un peptide signal qui 
s’avère être une séquence modifiée de l’hémaglutinine du virus de l’influenza 135. En 
fait, l’utilisation d’anticorps dirigés vers ces peptides permet de mettre en évidence le 
récepteur sans en modifier les propriétés de signalisation par rapport au type sauvage 
sans épitope 136,137. Le construit d’ADN a été vérifié par une enzyme de restriction 
chargée de recenser la séquence nouvellement formée. Ces cellules, exprimant 
FLAG-DOR, ont été utilisées pour les expériences portant sur l’étude des 






clôné à l’aide du même vecteur d’expression, soit le pcDNA3, mais l’épitope FLAG a 
été introduit au niveau de l’extrémité N-terminale (FLAG-DOR). Les cellules 
exprimant ce récepteur ont été utilisées pour les expériences portant sur les 
mécanismes de désensibilisations des récepteurs. Le récepteur murin DOR tronqué a 
été créé suite à la production d’un codon STOP après le résidu 344 de la séquence 
codante. En fait, la mutation d’un oligonucléotide a été engendrée au site du résidu 
344. L’ADNc ainsi formé par la réaction en chaîne d’une polymérase amène la 
formation d’un récepteur tronqué (DOR344T) 138. L’ADNc du récepteur a été clôné 
à l’aide du vecteur d’expression pcDNA3 (Invitrogen). Ce récepteur provient du 
laboratoire du Pr. M. von Zastrow (Université de Californie, San Francisco). Le 
mutant dominant négatif de Src (DNM-Src : K295R/Y527F) provient du laboratoire 
du Pr. Bouvier (Université de Montréal, Montréal). 
2.3 Culture cellulaire et transfections 
L’ADNc du récepteur de type sauvage ou tronqué (DOR344T) a été 
incorporé dans des cellules HEK 293 à l’aide de lipofectamine et d’un vecteur 
d’expression pcDNA3 (Invitrogen). Ces types cellulaires exprimaient de façon stable 
le récepteur et possédaient l’épitope FLAG aux sites décrits dans la section 2.2. Les 
cellules exprimant l’un ou l’autre de ces 2 types de récepteurs ont été sélectionnées à 
l’aide de 500µg/ml de G418. En ce qui à trait aux transfections transitoires effectuées 
à l’aide de polyethylenimine, le récepteur DOR a été co-exprimé avec le mutant 
dominant négatif de c-Src ou encore avec le vecteur vide pcDNA3. Puisque le 
vecteur d’expression pour DNM-Src augmente l’expression du FLAG-DOR, la 
quantité de récepteur exprimée a été titrée afin d’obtenir un niveau d’expression du 





transfectés avec 6µg de pcDNA3 ou 2µg du FLAG-DOR combiné avec 10µg de 
DNM-Src. Le niveau d’expression des récepteurs a été vérifié via des études de radio-
liaison avec du Naltrindole [3H] ou par ELISA. Enfin, les cellules ont été cultivées en 
mono-couche dans des flasques contenants du milieu DMEM enrichi de 10% (v/v) 
de sérum de bovin fœtal, 5mM de glutamine, 1000 unités/ml de pénicilline et 
1mg/ml de streptomycine. L’atmosphère nécessaire au maintient des différentes 
lignées était à 37°C et contenait 5% de CO2.  
2.4 Accumulation d’AMPc 
Les cellules furent incubées au moins 16 heures en présence d’adénine [3H] 
(1µCi/ml; 1Ci = 37GBq) dans du DMEM supplémenté de 10% FBS afin de 
maximiser leur intégrité pour l’expérience. Lorsque nécessaire, une fois l’incubation 
de 16h terminée, les cellules ont été désensibilisées pendant 30 minutes au DPDPE 
1µM, puis mécaniquement détachées du flasque et lavées 3 fois dans du PBS à 4°C. 
La viabilité cellulaire fut déterminée à l’aide d’une coloration au bleu de trypan 
(mortalité toujours faible, < 5%). Entre 4,5-5 X105 cellules ont été suspendues dans 
du PBS contenant 25µM de forskolin et 2.5µM de IBMX avec des concentrations 
croissantes de DPDPE (0-10µM). Les cellules ont par la suite été incubées 20 
minutes à 37°C. La réaction a été cessée au moment de l’addition de 5% d’acide 
trichloroacétique, de 5mM d’ATP et de 5mM d’AMPc. L’ATP-[3H] et l’AMPc-[3H] 
ont été séparés par chromatographie séquentielle sur colonnes de résine Dowex et 
sur colonnes de résine d’oxyde d’aluminium (Alumine). En ce qui concerne les 
expériences où une inhibition pharmacologique de Src a été effectuée, les cellules ont 
été pré-traitées pendant 1 heure avec 20µM de PP2 ou de son véhicule DMSO 





poursuivi tel que décrit précédemment. Lorsqu’un traitement au saccharose a été 
effectué, les cellules sont pré-incubées en présence de 0.4M de saccharose pendant 2 
heures et ce traitement perdure même en présence de PP2 et/ou de conditions 
désensibilisantes au DPDPE 30 minutes. Les résultats ont été exprimés en ratio 
AMPc-[3H]/(AMPc-[3H] + ATP-[3H]). L’effet de l’agoniste DPDPE sur la 
production d’AMPc a été exprimé en % de changement par rapport à la production 
d’AMPc en absence de ligand (i.e. niveau basal). Lorsque l’action de l’agoniste est 
comparé entre différentes conditions (i.e. suivant la désensibilisation ou l’utilisation 
de saccharose), les résultats ont été normalisés par rapport à l’effet du DPDPE 
observé dans les conditions contrôles correspondantes. 
 
2.5 Immunobuvardage et SDS-PAGE 
Afin de déterminer l’activation de ERK1/2, des cellules ont été mises en 
culture dans des plaques à 6 puits jusqu’à ce que ces derniers contiennent environ 
250 000 cellules. Les cellules ont été incubées dans du DMEM contenant 10% de 
sérum de bovin fœtal, 1mM de glutamine, 500 unités/ml de pénicilline et 500 
unités/ml de streptomycine. Ces plaques ont été préparées 72 heures avant l’addition 
d’agoniste. Ensuite, 20 heures avant l’addition du DPDPE 1µM, le milieu de culture a 
été retiré des plaques puis remplacé par du sérum sans facteur de croissance. 
L’utilisation d’un tel milieu diminuerait le niveau d’activité basale de la voie MAPK 
dépendante des facteurs de croissance 95. Afin d’étudier la cascade de signalisation 
liée à la stimulation de ERK, nous avons pré-traité les cellules 16h avec la toxine 
pertussique à 100ng/ml ou encore nous avons effectué un pré-traitement de 30 





encore avec de la wortmannine 1µM (cf section résultat pour explications). Lors 
d’expériences portant sur la désensibilisation du récepteur, les cellules ont été pré-
traitées 30 minutes avec du DPDPE 1µM en présence ou absence de PP2 (1h) aux 
concentrations indiquées, et ce à 37°C. L’arrêt du traitement est survenu suite à 3 
lavages au PBS 4°C. Les cellules ont ensuite été lysées dans du tampon de 
prélèvement (Tris-HCl 62.5mM, pH 6.8, 10% Glycérol, 5% sulfate dodécyl de 
sodium (SDS), 0.5% de bleu de bromophénol, 50mM dithiothreitol (DTT)) puis 
chauffées 5 minutes à 95°C et enfin soniquées. Les protéines ont été déposées sur un 
gel d’entassement de 4% d’acrylamide puis séparées sur un gel 9% d’acrylamide. 
Ensuite, elles ont été transférées 2h à 250mA et 110V sur des membranes de 
nitrocellulose. Ces membranes ont ensuite subi un blocage pendant une heure à 
température ambiante dans une solution de blocage (5% de lait en poudre non-gras 
et 0.25% BSA). L’anticorps p-ERK monoclonal de souris (p-ERK, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA) a été ajouté aux membranes (dilution 1 : 500 dans la 
solution de blocage) pour une exposition d’une nuit à 4°C. Après 3 rinçages de 10 
minutes dans une solution de TBS (25mM Tris et 150mM NaCl, pH 7.4)-Tween 
0.5%-solution de blocage, les membranes ont été exposées 60 minutes à température 
ambiante à l’anticorps anti-souris lié à la peroxidase de raifort (1 : 4000 dans la 
solution de blocage). La nitrocellulose a été à nouveau lavée 3 fois dans du TBS-
Tween 0.5%-solution de blocage pour supprimer les liens non-spécifiques des 
anticorps. La détection des protéines immunoréactives a été effectuée à l’aide d’une 
solution chimioluminescente pour le transfert de type Western sensible à la 
peroxidase de raifort (Perkin Elmer Life Sciences). Afin d’établir le ratio ERK 
phosphorylé / ERK total (quantité de protéines ERK activée par rapport à la 





doivent donc être lavées des anticorps liés à leur surface. Une fois les lavages 
achevés, les membranes de nitrocellulose ont été à nouveau exposées à un anticorps 
(dilution 1 : 5000 dans solution de blocage) qui reconnaît toutes formes confondues 
de la protéine (ERK total, Santa Cruz Biotechnology). Ensuite, un anticorps 
polyclonal de lapin (1 : 20 000 dans une solution de blocage, Amersham Pharmacia 
Biotechnologies) fut utilisé pour reconnaître l’anticorps spécifiquement lié à toute 
forme de ERK. La détection de protéines immunoréactives a été répétée et la 
quantification des protéines a été faite par analyse densitométrique MCID.  
 
Pour vérifier l’activation de Src, les cellules ont été mises en culture dans des pétris de 
100 mm et été préparées tel que décrit pour l’activation de ERK1/2. Après le 
traitement au DPDPE 30 minutes, les cellules ont été lavées, recuieillies et 
solubilisées dans un tampon RIPA (50 mM Tris-HCl, pH 7.4 ,1% triton X100, 0,25% 
d’acide désoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 5 µg/ml 
leupeptine, 5 µg/ml d’inhibiteur soybean trypsine, 10 µg/ml benzamidine, 1 µg/ml 
aprotinine, 1 mM Na3VO4) à 4°C pour 90 minutes. Ensuite, les cellules ont été 
centrifugées pour concentrer les débris non-solubilisés à 12 000 g pendant 20 
minutes, puis le culot a été suspendu dans un tampon de SDS pour ensuite être 
séparé sur un gel SDS-PAGE. L’anticorps monoclonal anti-phospho-Src (Y416) a été 
utilisé à une dilution de 1 : 1000 (Cell Signaling) pour déterminer la présence de Src 
activé alors que la quantité totale de protéine Src a été détectée via l’anticorps 






2.6 ELISA   
Les analyses ELISA liées à mon projet de recherche ont été effectuées par 
Nicolas Audet et Élodie Archer-Lahlou, tous deux des membres de mon laboratoire. 
Brièvement, la mesure de la quantité de récepteurs à la surface cellulaire a été 
effectuée à l’aide de la technique ELISA adaptée à partir des expériences du groupe 
de Lavoie 139 ainsi que du laboratoire du Pr Bouvier 140. Les cellules ont été 
ensemensées à une densité de 105 cellules par puits à l’intérieur de plaques de 24 puits 
enrobés de polylysine (pendant 48h). Le jour de l’expérience, le DPDPE 1µM a été 
introduit dans un nouveau milieu d’incubation contenant du DMEM/hepes 20mM 
aux temps indiqués sur la légende des figures. Lorsque le PP2 20µM ou le saccharose 
(0.4M) ont été utilisés, ces pré-traitements ont été respectivement introduits 1h et 3h 
précédant l’ajout de l’agoniste. La réaction d’internalisation fut cessée par l’addition 
de PBS froid. Après 3 lavages au PBS, les cellules ont été fixées par du 
paraformaldéhyde 3% pendant 15 min à 4°C et les liaisons non-spécifiques ont été 
bloquées suite à l’incubation des cellules dans une solution de PBS/BSA 1%/CaCl2 
1mM à température pièce pendant 30 minutes. Ensuite, les cellules ont été incubées 1 
h à température pièce avec l’anticorps anti-Flag M1 (1 : 1000; Sigma-Aldrich), puis 
lavées 3 fois avant d’être exposées 30 minutes à un anticorps anti-murin conjugué à la 
peroxydase (HRP; 1:8000; Amersham Biosciences). Subséquemment, 200 µl de 
substrat HRP o-phenylenediamine dihydrochloride (SIGMA FASTTM OPD, sigma 
Aldrich) ont été ajoutés dans les différents puits. Après 8 minutes d’exposition à ce 
substrat, la réaction a été cessée par l’addition de HCL 3N. 200µl du mélange formé 
dans les différents puits ont été transférés dans une plaque de 96 puits en triplicata 





492nm. L’appareil de mesure utilisé fut un lecteur de micro-plaque Victor 3 produit 
par la compagnie Perkin Elmer. La lecture de la densité optique correspond au signal 
généré par les récepteurs demeurés à la surface cellulaire. La quantité de récepteurs 
internalisés suivant l’exposition au DPDPE 1µM est calculée en soustrayant la 
densité optique obtenue en présence de l’agoniste de celle obtenue en son absence. 
Les résultats sont exprimés comme le pourcentage de récepteurs initialement 
présents à la surface cellulaire qui ont été internalisés via la formule suivante : 100 x 
(DObasale – DOstimulée)/(DObasale) où DObasale et DOstimulée correspondent au signal 
obtenu en présence ou absence de DPDPE respectivement. Lorsque l’internalisation 
en présence d’un agoniste est comparée avec différents traitements expérimentaux 
(i.e. suivant un pré-traitement au PP2 et/ou saccharose), les résultats ont été 
normalisés selon l’internalisation maximale induite par le DPDPE dans la condition 
non-traitée. 
2.7 Analyse statistique 
Les analyses statistiques et l’ajustement des courbes sont effectués à l’aide de la 







3.1. Étude de l’activation de ERK par les DOR 
3.1.1. La phosphorylation de ERK suivant la stimulation de DOR est 
dépendante des protéines Gi/o 
 
 Il a déjà été démontré que les agonistes DOR stimulaient la voie de 
signalisation impliquant la MAPK ERK 104,105. Toutefois, le mécanisme par lequel 
cette kinase est activée demeure insaisissable. En fait, des doutes persistent quant à la 
nécessité de la transactivation de RTK ou quant à l’activation de la tyrosine kinase 
Src pour stimuler ERK. Ainsi, l’agoniste sélectif DPDPE a été utilisé dans des essais 
d’activation des MAPK afin de quantifier son effet sur la cascade de signalisation 
menant à la stimulation de ERK. Des anticorps reconnaissant les formes 
phosphorylées actives (anti-p-ERK 1/2) (fig 7A) et l’ensemble des protéines ERK 
(anti-ERK1/2) ont été utilisés pour cette expérience ainsi que des cellules HEK293 
exprimant de façon stable DOR de type sauvage. Ces cellules avaient été 
préalablement exposées ou non à une dose maximale de l’agoniste DPDPE 1µM 
pendant 5 minutes, soit une dose maximale). Une analyse par densitométrie a permis 
d’estimer le ratio p-ERK 1/2 sur la quantité totale de ERK 1/2. La forme active p-
ERK1/2 augmente d’environ 330% ± 33% par rapport aux cellules non-exposées à 
l’agoniste (fig 7B). Par la suite, nous nous sommes intéressés à savoir si cette 
activation de la protéine ERK1/2 par l’agoniste DPDPE était dépendante des 
protéines Gi/o. Nous avons refait un immunobuvardage de type Western, mais cette 
fois, les cellules ont été préalablement exposées à la toxine pertussique 100ng/ml 
pendant environ 16h, puis le traitement à l’agoniste DPDPE 1µM a été réalisé. Nos 






7C), mais bloque complètement l’activation de cette voie de signalisation en présence 
de l’agoniste DPDPE (fig 7D). Ces résultats indiquent alors que l’activation de la 
cascade ERK par un agoniste DOR dépend des protéines Gi/o. 
 
Figure 7. ERK1/2 devient phosphorylée suivant la liaison de l’agoniste DPDPE au DOR. A, 
Des cellules HEK293 exprimant de façon stable le récepteur de type sauvage FLAG-DOR ont été 
exposées au DPDPE 1µM pendant 5 minutes. Des cellules de la même lignée ont également subi les 
mêmes traitements sans exposition à l’agoniste. Un immunobuvardage de type Western a permis de 
vérifier l’activation de ERK1/2. Des bandes spécifiques sont détectées par l’anticorps anti-phopho-
ERK1/2 à 42 et 44 KDa ainsi que la forme totale de ERK. B, Une mesure semi-quantitative de 
l’intensité des bandes a été effectuée par densitométrie MCID. La quantité de protéines ERK 1/2 
phosphorylées fut normalisée selon la quantité totale de protéine ERK par puits. Les données sont 
représentatives de 7 expériences indépendantes et correspondent au ratio pERK/ERKtot normalisé 
par rapport à la moyenne du ratio du basal qui est 0,47 ± 0,34. C, Le PTX (100ng/ml pendant 16h) 
diminue la phosphorylation de ERK 1/2 suivant la liaison de l’agoniste DPDPE (+) 1µM pendant 5 
minutes. Pendant l’exposition au PTX ou non, les cellules ont été privées de milieu contenant des 
facteurs de croissance puis la stimulation des DOR a été réalisée tel que décrit précédemment. D, Les 
bandes ont été quantifiées et exprimées de la même façon qu’en B. Pour cette série expérimentale, la 
moyenne du ratio pERK/ERKtot dans la condition basale et basale avec PTX est de 0,7 ± 0,3. Le test 
t de Student a été utilisé pour démontrer une différence significative entre l’activation de ERK1/2 par 




























































































































































































3.1.2. La phosphorylation de ERK suivant la liaison d’un agoniste est 
indépendante de la transactivation des RTK 
  
 Certains RCPG nécessitent la transactivation de RTK, tel que EGFR, pour 
activer la voie ERK 141-146. Les résultats sont contradictoires quant à la nécessité de la 
transactivation d’un récepteur à EGF ou non afin de stimuler la protéine ERK pour 
les DOR. En effet, le groupe de Schulz 104 a démontré qu’en bloquant la 
transactivation des EGFR par une forte concentration d’un inhibiteur (15µg/ml de 
tyrphostin), soit une concentration devenue non-sélective, l’activité de la kinase ERK 
se trouvait modifiée. Nous avons, à notre tour, étudié l’implication de 2 types de 
RTKs (EGFR et PDGFR) dans la stimulation de ERK par DOR. Pour se faire, un 
immunobuvardage a été produit à l’aide de cellules HEK293 exprimant de façon 
stable DOR de type sauvage. Ces cellules ont été privées durant 16h de sérum 
contenant des facteurs de croissance, puis elles ont été pré-traitées durant 30 minutes 
à des concentrations spécifiques de bloqueurs des RTK, soit l’AG1478 (100nm) pour 
les récepteurs à EGF et l’AG1295 (100nm) pour les récepteurs à PDGF, et enfin, les 
cellules ont été exposées à des concentrations saturantes de DPDPE pendant 5 
minutes (Fig 8). Les anticorps détectant les différentes formes de ERK ont été 
utilisés pour déterminer le ratio «pERK1/2 / ERK1/2 total» afin de normaliser les 
données selon la quantité de protéines par conditions. Selon ces résultats, le bloqueur 
AG1478 des EGFR ne modifie pas la phosphorylation de ERK suivant la liaison de 
l’agoniste DPDPE aux DOR (fig 8A-B). Cependant, lorsque les cellules sont 
incubées en présence de l’agoniste EGF des EGFR, le bloqueur spécifique AG1478 
bloque la phosphorylation de ERK (fig 8A-B). Ces résultats suggèrent donc que 
l’activation de la cascade ERK par l’agoniste DPDPE des DOR ne nécessite pas la 





phosphorylation de ERK1/2 en présence de l’agoniste DPDPE des DOR (fig 8C-
D). En fait, l’addition d’un ligand spécifique des PDGFR, le PDGFA/B, n’augmente 
pas significativement la quantité de pERK (fig 8C-D) par rapport au basal (fig 7A-B). 
Ces résultats indiquent alors l’absence de PDGFR dans ce type de lignée cellulaire et 
donc, de l’incapacité du DOR d’activer ERK via un mécanisme impliquant les 
récepteurs PDGF. Dans ces circonstances, nous n’avons pas jugé nécessaire de 
refaire l’expérience en ajoutant le bloqueur AG1295. Bref, l’agoniste DPDPE, en se 
liant aux DOR, augmente la phosphorylation de ERK1/2 indépendamment d’EGFR 






























































































































































































Figure 8. L’activation de ERK par les agonistes DOR ne nécessite pas la transactivation de 
récepteurs à tyrosine kinase (RTK). A, Des cellules HEK293 exprimant de façon stable le FLAG-
DOR de type sauvage ont été exposées ou non 30min au bloqueur AG1478 avant leur exposition aux 
agonistes indiqués (+) 5min. Des cellules de la même lignée ont aussi subi les mêmes traitements sans 
exposition d’agoniste (-). Un immunobuvardage de type Western montre la présence de bandes 
spécifiques pERK1/2 détectées par un anticorps anti-p-ERK1/2 ainsi que la forme totale. B, Une 
mesure semi-quantitative de l’intensité des bandes a été effectuée par densitométrie MCID. La 
quantité de ERK 1/2 phosphorylée a été normalisée selon la quantité totale de protéine ERK par 
puits. Les données sont exprimées de la façon explicitée à la figure 7. Une analyse via le test t de 
Student  indique que l’AG1478 n’a pas d’effet significatif (p = 0.9345) sur l’activation de ERK par 
DOR lorsque ce dernier est stimulé par le DPDPE. Cependant, une diminution significative * (p = 
0.0002) de l’activité de ERK est notée via ce même test lorsque les cellules sont exposées à l’agoniste 
EGF en présence de l’inhibiteur AG1478. Les données sont représentatives de 4 expériences 
indépendantes et la moyenne du ratio de phosphorylation du basal est de 0,76 ± 0,26 et celui du basal 
avec AG1478 est de 0,74 ± 0,40. C, Répétition de l’expérience effectuée en A. Cette fois, les cellules 
sont exposées ou non au bloqueur AG1295 des PDGFR. D, Il s’agit d’une mesure semi-quantitative 
des bandes obtenues en C par densitométrie MCID. Le test t de Student ne révèle aucune différence 
significative (p = 0.8247) en présence/absence d’AG1295 lorsque les cellules sont traitées avec 
l’agoniste DPDPE. Les données sont représentatives de 3 expériences indépendantes et la moyenne 






3.1.3. L’activation de ERK est indépendante du phoshatidylinositol 3-kinase 
(PI3K) 
 
 Tel qu’introduit précédemment, l’activation de la cascade ERK peut être 
dépendante de la PI3K, elle-même activée via le dimère βγ des protéines Gi/o 147-150. 
Nous avons alors voulu vérifier ce fait avec les récepteurs DOR. Les expériences 
d’immunobuvardage se sont déroulées de la même manière que les précédentes. 
Dans ce cas-ci, le prétraitement consistait à exposer les cellules 30 minutes à la 
wortmannine 1µM, un inhibiteur spécifique des PI3K. L’agoniste DPDPE a été 
utilisé dans les mêmes conditions que les expériences précédentes, soit 1µM pendant 
5 minutes. En présence de wortmannine, il y a une légère augmentation non-
significative de la phosphorylation de ERK (fig 9A-B) en réponse à DPDPE. De ce 
fait, l’inhibition des PI3K n’affecte pas l’activité de la cascade ERK lorsque le 
récepteur DOR est stimulé par l’agoniste DPDPE. En d’autres termes, le récepteur, 
une fois activé, stimule la kinase ERK indépendamment de la PI3K. Afin de vérifier 
l’efficacité de la wortmannine, des cellules HEK293 exprimant le récepteur β3-
adrenergique ont été exposées à un agoniste, l’isoprotérénol (5 minutes à 1µM ), 
puisque ces récepteurs sont connus pour stimuler ERK via la voie PI3K 151. Tel que 
déjà rapporté dans la littérature 152, l’inhibition  de la PI3K par 100nM de 
wortmannine réduit l’activation de ERK d’environ 70% lorsque les récepteurs β -










Figure 9. L’activation de ERK par les agonistes de DOR ne nécessite pas la PI3K. A, Des 
cellules HEK293 exprimant de façon stable FLAG-DOR de type sauvage ou le récepteur β3-
adrenergique ont été exposées ou non 30min à l’inhibiteur wortmannine 100 nM avant leur exposition 
aux agonistes indiqués pendant 5min. Des cellules de la même lignée ont aussi subi les mêmes 
traitements sans exposition d’agoniste. Un immunobuvardage de type Western montre la présence de 
bandes spécifiques pERK détectées par un anticorps anti-p-ERK 1/2 ainsi que la forme total de ERK. 
B, Une mesure semi-quantitative des bandes a été obtenue par densitométrie MCID. La quantité de 
ERK 1/2 fut normalisée selon la quantité totale de protéines par puits. Les données sont exprimées 
telles que décrites dans la figure 7. Les données sont représentatives de 5 expériences indépendantes 
pour le récepteur DOR et de 2 expériences pour le récepteur β3-adrénergique. La moyenne du ratio de 
phosphorylation du basal est de 0,90 ± 0,50 et celui du basal avec wortmannine est de 0,74 ± 0,22.  Le 
test t de Student n’a révélé aucune différence significative (p = 0.1973) en ce qui à trait aux cellules 
exprimant le récepteur DOR en présence/absence de wortmannine avec l’agoniste DPDPE. 
 
3.2. Étude de l’activation de Src par les DOR 
 Comme il a été précédemment mentionné, la tyrosine kinase Src 
interviendrait dans certaines étapes de la régulation des RCPG ainsi que dans 
l’activation de la cascade ERK par ces mêmes récepteurs 153,154. Nous avons donc 
effectué 2 expériences afin de déterminer si la stimulation des DOR est reliée à celle 

































































































3.2.1. La stimulation des DOR par un agoniste active Src 
 
 Nous avons voulu voir, dans un premier temps, si l’activation du DOR par 
l’agoniste DPDPE entraînait la phosphorylation de la protéine Src. Les cellules 
HEK293 exprimant de façon stable DOR de type sauvage ont été exposées pendant 
16h au sérum exempt de facteurs de croissance avant l’ajout de DPDPE (1µM) 
pendant 5 minutes. Ensuite, un immunobuvardage de type Western a été effectué à 
l’aide d’anticorps dirigés contre la forme active de Src (i.e. forme phosphorylée au 
niveau du residue Tyr 416) ainsi que contre toute forme reconnue de la protéine Src 
(i.e. anticorps ne discriminant pas les formes actives des inactives). Nos résultats 
indiquent que la phosphorylation de la tyrosine kinase Src augmente 
significativement lorsque le DOR est stimulé par l’agoniste DPDPE (fig 10A-B).  
Figure 10. L’activation de DOR par un agoniste augmente la phosphorylation de Src. A, Des 
cellules HEK293 exprimant de façon stable FLAG-DOR de type sauvage ont été exposées au 
DPDPE 1µM pendant 5 minutes. Des cellules de la même lignée ont également subi les mêmes 
traitements sans exposition d’agoniste. Un immunobuvardage de type Western où nous avons utilisé 
des anticorps dirigés contre la forme active phosphorylée (anti-pTyr416) nous montre la présence de 
la protéine Src (poids moléculaire de 60 KDa) ainsi que la forme totale. B, Une mesure semi-
quantitative des bandes a été effectuée par densitométrie MCID. La quantité de protéine Src fut 
normalisée selon la quantité de protéines reconnues par l’anticorps anti-Src total dans chaques puits. 
Les données sont exprimées comme le ratio de la densité optique de Src tyr-phosphorylé 416 sur la 
densité optique de Src total. Les données sont représentatives de 7 expériences indépendantes et 
correspondent au ratio pSrc/Src total normalisé par rapport à la moyenne du ratio de phosphorylation 
du basal qui est 1,0 ± 0,05 Le test t de Student révèle une différence significative ** (p=0.0012) entre 
le ratio des cellules non-exposées (basal) et exposées (DPDPE) à l’agoniste DPDPE. – Résultats 





































































3.2.2. L’activation de Src suivant la liaison d’un agoniste DOR est 
dépendante des protéines G  
 
Dans un deuxième temps, puisque l’activation du DOR stimule Src et que ce 
récepteur est généralement couplé aux protéines Gi/o, nous avons voulu déterminer 
si ce processus était dépendant des protéines Gi/o. Un immunobuvardage de type 
Western a été effectué à l’aide de cellules HEK293 exprimant de façon stable DOR 
de type sauvage. Ces cellules ont été préalablement exposées 16h à 100 ng/ml de la 
toxine pertussique (PTX) dans un sérum dépourvu de facteurs de croissance. 
L’agoniste DPDPE (1µM) a par la suite été ajouté à ces cellules pendant 5 minutes. 
Nos résultats démontrent que le traitement à la PTX produit une légère 
augmentation de l’activité basale de la protéine Src mais qu’il bloque tout de même sa 
phosphorylation en présence de DPDPE (figure 11), suggérant que l’activation de 
















Figure 11. L’activation de Src est dépendante des protéines Gi/o. Des cellules HEK293 
exprimant de façon stable FLAG-DOR de type sauvage ont été exposées 16h à 100 ng/ml de la toxine 
pertussique (PTX). Ces cellules ont ensuite été incubées avec du DPDPE 1µM pendant 5 minutes. 
Des cellules de la même lignée ont également subi les mêmes traitements sans être exposées à 
l’agoniste et/ou à la toxine. A, Un immunobuvardage de type Western nous montre la présence de la 
protéine Src phosphorylée (anticorps dirigé contre la forme active de Src) et la forme totale. Une 
mesure semi-quantitative a été effectuée par densitométrie MCID. B, Une mesure semi-quantitative a 
été effectuée par densitométrie MCID. Les données sont exprimées comme le ratio de la densité 
optique de Src tyr-phosphorylé 416 sur la densité optique de Src total et sont représentatives de 3 
expériences indépendantes. Elles correspondent au ratio pSrc/Src tot normalisé en fonction de la 
moyenne du ratio du basal qui est de 1,01 ± 0,13 et celui du basal avec PTX est de 1,27 ± 0,52. Une 
analyse statistique via le test t de Student indique que le PTX n’a pas d’effet significatif (p > 0.05) sur 
la phosphorylation de Src en situation contrôle. Cependant, une perte significative ** (p = 0.0012) de 
l’effet de DPDPE sur la stimulation de Src survient suite à l’ajout de PTX.  
 
3.3. Étude de l’implication de Src dans l’activation de la 
voie ERK 
3.3.1. L’inhibition de Src produit un effet biphasique sur l’activité de la 
protéine ERK suivant l’activation de DOR par DPDPE 
  
 Le but de la prochaine série d’expériences était de vérifier si la tyrosine kinase 
Src était impliquée dans l’activation de la cascade ERK. Après avoir démontré que la 
liaison du DPDPE au DOR activait la protéine ERK et la kinase Src, nous avons 
examiné l’effet de l’inhibiteur spécifique PP2 sur l’activation de ERK. PP2 réprime 


























































Src. Un immunobuvardage de type Western a été fait à l’aide de cellules HEK293 
exprimant de façon stable le récepteur DOR. La veille de l’expérience, ces cellules 
ont été incubées dans un milieu sans facteur de croissance. Le jour même, elles ont 
été exposées 1h à des concentrations croissantes de PP2 (20, 40 ou 80µM) ou d’un 
véhicule (pour la situation contrôle), puis mises en présence de l’agoniste DPDPE 5 
minutes (1µM). Les anticorps reconnaissant anti-p-ERK et toute forme de ERK1/2 
ont été utilisés. Selon nos résultats, nous notons un effet biphasique de l’inhibiteur 
PP2 sur l’activation de la kinase ERK par les DOR. En effet, les faibles 
concentrations de PP2 (20µM et 40µM) augmentent l’activation de la protéine ERK 
suivant la liaison du DPDPE aux DOR alors que la plus forte concentration (80µM) 
inhibe l’activation de cette même MAPK (fig 12A-B). Cependant, nos observations 
ne démontrent ce fait qu’à une forte concentration non-spécifique de PP2. Ces 
résultats nous ont amenés à produire un autre mode d’inhibition de Src puisque nous 
ne pouvions exclure que l’inhibition observée aux fortes doses de PP2 était due à un 
phénomène non spécifique (i.e. inhibition de l’ensemble des tyrosines kinases 
n’appartenant pas à la famille de Src). Ainsi, dans le but d’arriver à une conclusion 
recevable, une expérience alternative garante de la sélectivité du blocage de Src a été 
créée ; il s’agissait d’utiliser un mutant inactif (non phosphorylable) de Src (i.e. Src 
K296R/Y528F). Afin de déterminer si nous pouvions recréer l’effet biphasique 
observé en présence de l’inhibiteur pharmacologique de Src (PP2), des cellules ont 
été transfectées transitoirement avec de l’ADN du récepteur FLAG-DOR ainsi 
qu’avec des concentrations croissantes d’ADN d’un mutant inactif de Src 
(K296R/Y528F). Cette expérience a généré des résultats biphasiques similaires à ceux 
obtenus avec l’inhibiteur pharmacologique PP2 (fig 13A-B). En fait, une faible 





qu’une forte concentration de ce même mutant (3µg d’ADN) inhibe la 
phosphorylation de ERK en présence de DPDPE (1µM). Si le seul effet de Src était 
son implication dans l’activation de ERK, il serait envisageable de croire que des 
concentrations croissantes d’inhibiteur PP2 et/ou encore du mutant inactif puissent 
induire une inhibition progressive de la protéine ERK activée par le récepteur. 
Cependant, l’inhibition n’est observée qu’à une forte concentration d’ADN de la 
forme inactive de la tyrosine kinase ainsi qu’à une forte concentration de l’inhibiteur 
pharmacologique PP2. Ceci nous amène donc à croire que Src soit nécessaire à 
l’activation de la voie ERK par l’agoniste DPDPE. Ces dernières données obtenues 
concordent avec celles publiées par Kramer et collègues 123 qui démontraient qu’une 
inhibition pharmacologique de Src par PP1 50µM interférait avec l’activation de 
ERK suivant la liaison d’un agoniste au récepteur. Cependant, le fait que de faibles 
concentrations de l’inhibiteur PP2 et du mutant inactif de Src augmentent l’activité 
de ERK par le DPDPE nous suggère que la protéine Src pourrait aussi être 














Figure 12. L’inhibiteur pharmacologique de Src, PP2, produit un effet biphasique sur 
l’activation de ERK par DOR. A, Des cellules HEK293 exprimant de façon stable FLAG-DOR de 
type sauvage ont été soumises à différentes concentrations de PP2 ou au véhicule (Me2SO, 0.01%) 
pendant 1h avant l’ajout de DPDPE 1µM pendant 5 minutes. Un immunobuvardage de type Western 
nous montre la présence de la protéine ERK1/2 phosphorylée à l’aide d’anticorps dirigés contre la 
forme active. B, Les données ont été calculées de la façon décrite précédemment. Le test statistique à 
une variable ANOVA suivi du test post hoc de Dunnett montre une différence significative * 
(p<0.05) entre les cellules pré-traitées à 40µM PP2 et le contrôle (CTL). Les données sont 











































































































Figure 13. Le mutant inactif de Src (K296R/Y528F) produit un effet biphasique sur 
l’activation de ERK par DOR. A, Des cellules HEK293 ont été transitoirement transfectées avec de 
l’ADN FLAG-DOR ainsi qu’avec des quantités croissantes d’ADN codant pour un mutant inactif de 
Src (K296R/Y528F). Les bandes obtenues à l’immunobuvardage de type Western correspondent à la 
forme totale de Src dans le but de démontrer l’expression croissante de cette protéine avec les 
quantités croissantes d’ADN transfecté (bandes supérieures). Les bandes inférieures démontrent la 
présence de la protéine ERK1/2 phosphorylée. B, Les résultats ont été exprimés via la méthode 
décrite antérieurement. Le test statistique à une variable ANOVA suivi du test post hoc de Dunnett 
montre une différence significative * (p<0.05) entre les cellules CTL et celles transfectées avec les 
différentes concentrations d’ADN du mutant inactif. Les données sont représentatives de 4 
expériences indépendantes. – Résultats publiés dans JBC, 2005155 
 
3.3.2. L’inhibition pharmacologique de Src prolonge l’activité de la cascade 
ERK  
 
Puisque l’augmentation de la phosphorylation de la protéine ERK 1/2 par 
l’inhibition de Src à faible concentration n’avait pas encore été décrite, notre 
prochain objectif a été de caractériser ce phénomène. Pour ce faire, nous avons 
comparé la cinétique de l’activation de la protéine ERK à différents temps 
d’incubation avec DPDPE en présence et absence de l’inhibiteur PP2. D’abord, la 
figure 14 illustre l’activation de ERK à différents temps d’incubation avec DPDPE 
1µM sur les cellules HEK293 exprimant de façon stable FLAG-DOR de type 
sauvage. Avec le temps, il y a une diminution de la quantité de p-ERK ½. En fait, 






























































l’activité maximale se retrouve à 5 minutes alors qu’après 30 minutes d’incubation 
avec l’agoniste DPDPE, l’activité p-ERK est complètement disparue (figure 14). 
Figure 14. Cinétique d’activation de la cascade ERK suivant la liaison de l’agoniste DPDPE 
au δOR. Des cellules HEK293 exprimant de façon stable FLAG-DOR de type sauvage ont été 
exposées à des concentrations saturantes de l’agoniste DPDPE (1µM) à différents temps d’incubation. 
Un immunobuvardage de type Western représentant la forme phosphorylée de la protéine ERK 1/2 
est illustré selon différents temps d’exposition au DPDPE. Les données sont exprimées tel 
qu’expliqué précédemment et sont représentatives de 4 expériences indépendantes. – Résultats publiés 
dans JBC, 2005155 
 
Suite à ces résultats, nous avons décidé de reproduire la même expérience [5, 
10, 30, 60 minutes] en présence de 20µM de l’inhibiteur PP2 afin de vérifier si 
l’inhibition de la tyrosine kinase allait modifier la cinétique d’activation de la cascade 
ERK. Les cellules ont été exposées pendant 1h au PP2 20µM puis exposées à 
l’agoniste DPDPE. À nouveau, on note une absence complète de p-ERK à 30 
minutes d’exposition au DPDPE dans la situation contrôle (fig 15). Cependant, à 30 
minutes d’exposition au DPDPE en présence de PP2 20µM, il reste 18 ± 5% de la 
réponse maximale p-ERK. Ce pourcentage correspond à une augmentation d’environ 
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phosphorylation de la protéine ERK après 30 minutes d’exposition à l’agoniste, car la 
valeur de la phosphorylation de la kinase à 1h n’est pas significativement modifiée 
par rapport à celle notée à 30 minutes (à 1h 16 ± 5% de la valeur maximale).  
 
Figure 15. Cinétique d’activation de la cascade ERK en présence et absence de PP2 suivant la 
liaison de l’agoniste DPDPE au δOR. Des cellules HEK293 exprimant de façon stable FLAG-
DOR de type sauvage ont été pré-traitées en présence de PP2 20µM 1h ou du véhicule (Me2SO4 
0.01%) avant l’addition de DPDPE 1µM aux temps indiqués. Un immunobuvardage de type Western 
caractéristique de la forme phosphorylée de la protéine ERK 1/2 est illustré. Les données sont 
exprimées en pourcentage de changement par rapport à la réponse maximale selon la formule décrite 
antérieurement et elles sont représentatives de 4 expériences indépendantes. Les courbes sont ajustées 
au mode exponentiel décroissant à l’aide du logiciel GraphPad Prism 2.01 et analysées par ANOVA à 
2 variables. Le T1/2 apparaît à droite des immunobuvardages de type Western. Une différence 
significative n’est notée qu’après 30 minutes de stimulation à l’agoniste DPDPE en présence de PP2 
(p<0.01) par rapport à la situation contrôle. – Résultats publiés dans JBC, 2005155 
 
3.4. Étude de l’implication de Src dans la 
désensibilisation des récepteurs DOR 
 
3.4.1. L’inhibition de Src protège contre la désensibilisation par DPDPE 
dans un essai d’accumulation d’AMPc  
 
 Nos observations démontrant que l’inhibition de Src prolonge la réponse de 
DOR aux agonistes suggèrent que cette kinase aurait un rôle au niveau de la 
désensibilisation fonctionnelle du récepteur. Pour vérifier cette assertion, nous avons 
















































































































l’inhibition d’une cyclase, l’adénylate cyclase, lorsque le DOR est stimulé par un 
agoniste. Dans un premier temps, nous avons effectué une courbe dose-réponse 
faisant intervenir la production d’AMPc (préalablement augmentée par de la 
forskoline (25 µM)) en fonction de concentrations croissantes de l’agoniste DOR, 
DPDPE. Les résultats obtenus indiquent une inhibition croissante de la production 
d’AMPc à mesure que la concentration de DPDPE augmente. L’EC50 est de 4 ± 1nM 
et l’Emax de la réponse au DPDPE est de 61 ± 2% d’inhibition. Cette expérience a été 
répétée à l’aide de cellules désensibilisées pendant 30 min à l’agoniste DPDPE 1µM. 
Dans ce cas, l’inhibition de la production d’AMPc aux différentes concentrations 
d’agoniste (fig16 A) est moins marquée, avec une Emax qui n’atteint que 72 ± 10% de 
l’effet observé dans des conditions non-desensibilisées et une puissance réduite par 
un facteur de 8, soit 32 ± 2 nM d’EC50. L’expérience suivante consistait à étudier 
l’effet de PP2 sur la désensibilisation de la réponse faisant intervenir l’adénylate 
cyclase et la production d’AMPc. Les cellules ont été pré-traitées pendant 1h au PP2 
20µM et, 30 minutes avant la fin du prétraitement, l’agoniste DPDPE (1 µM) a été 
ajouté afin de reproduire les conditions de désensibilisation précédemment obtenues 
(fig 16 B). Selon nos résultats, l’exposition des cellules au PP2 avant et pendant la 
désensibilisation rétablit l’inhibition de la production d’AMPc à un niveau similaire à 
la condition contrôle en présence de PP2, signifiant que l’activité de Src soit requise 

















Figure 16. Effet de PP2 sur l’inhibition de la production d’AMPc lors de la désensibilisation 
du δOR par DPDPE. A. Des cellules HEK293 exprimant de façon stable FLAG-DOR de type 
sauvage ont été exposées 16h à 1µCi/ml à l’adénine [3H], puis une courbe dose-réponse a été effectuée 
avec l’agoniste DPDPE sur ces mêmes cellules désensibilisées ou non 30 minutes avec 1µM de 
DPDPE. Les données sont représentatives de 4 expériences indépendantes effectuées en triplicata et 
elles sont exprimées en pourcentage de changement de la production d’AMPc par rapport aux valeurs 
maximales obtenues dans la situation non-désensibilisée. Une analyse ANOVA à 2 variables indique 
une différence significative entre les courbes (p < 0.0001) B. Même expérience qu’en A excepté que 
les cellules ont été exposées à 20 µM de PP2 pendant 1h le jour même de l’expérience. Une analyse 
ANOVA à 2 variables indique une différence non-significative entre les 2 courbes (p = 0.7). Les 
données sont représentatives de 3 expériences indépendantes effectuées en triplicata. – Résultats 
publiés dans JCMM, 2008 156 
 
  





















































































































































Les prochaines expérimentations visaient à confirmer les observations 
précédentes. Pour ce faire, un mutant dominant négatif de Src K296R/Y528F ainsi 
que la forme sauvage du DOR ont été co-transfectés dans des cellules HEK293. 
Selon les données obtenues, l’inhibition de la production d’AMPc en présence de 
DPDPE pour les cellules transfectées avec DOR – pcDNA3 (vecteur vide) est 
comparable à l’inhibition obtenue pour les cellules transfectées avec DOR et le 
mutant inactif de Src  (p = 0,98 ; n = 5 ; fig. 17A). Alors, si on compare la capacité 
du DPDPE à désensibiliser les DOR en présence/absence du mutant inactif de Src, 
on constate un effet similaire à celui de l’inhibiteur pharmacologique de Src. En fait, 
la présence du mutant inactif de Src est capable de contrecarrer de façon significative 
(p<0,001) l’effet désensibilisateur. En résumé, l’inhibition pharmacologique ou 
moléculaire de Src protège contre la désensibilisation des récepteurs delta en 















Figure 17. Effet d’un mutant dominant négatif de Src sur l’inhibition de la production 
d’AMPc lors de la désensibilisation du δOR par DPDPE. Une co-transfection transitoire de 
DOR avec l’ADN pcDNA3 (A) ou avec l’ADN du mutant inactif de Src (B) a été effectuée. La veille 
de l’expérience, ces cellules ont été exposées 16h à 1µCi/ml à l’adénine [3H]. Le jour de l’expérience, 
les cellules ont été traitées 30 minutes ou non à 1µM de DPDPE et au moment de l’expérience, avec 
diverses concentrations du même ligand. Les données sont exprimées en pourcentage de la valeur 
maximale obtenue lorsque les cellules ne sont pas desensibilisées. Elles sont représentatives de 5 
expériences différentes et une analyse à 2 variables ANOVA montre une différence significative entre 
la situation contrôle et désensibilisée en ce qui à trait aux cellules exprimant le vecteur pcDNA3 (p = 
0.0002) mais pas en ce qui concerne les cellules exprimant la forme inactive de Src en situation 























































































































































































































































3.4.2. L’inhibition de Src n’a pas d’effet sur le processus d’internalisation des 
DOR 
 
 Suite à une stimulation prolongée des récepteurs par un agoniste, les 
mécanismes de désensibilisation et d’internalisation des récepteurs s’enclenchent 
2,157,158. De ce fait, il a déjà été démontré que Src phosphorylait les récepteurs delta123-
155et que la mutation de la tyrosine 318 (Y318F) de ces récepteurs interférait avec 
l’internalisation 123,124. Nous nous sommes donc intéressés à déterminer si la 
régulation de la désensibilisation des DOR dépendait de l’internalisation modulée par 
Src. Pour ce faire, nous avons produit des essais ELISA afin de calculer le nombre de 
récepteurs DOR à la surface de la cellule à l’aide d’anticorps ciblant l’épitope Flag 
présent à l’extrémité N-terminale du récepteur. Ces essais ELISA ont été effectués, 
dans un premier temps,60 en présence ou en absence de PP2 à différents temps 
d’exposition au DPDPE 1µM.  
Figure 18. Comparaison de la cinétique d’internalisation des DOR en présence et en absence 
de PP2. Des cellules HEK293 exprimant de façon stable le récepteur de type sauvage DOR marqué à 
l’épitope Flag en N-terminal ont été pré-traitées 1h au PP2 (20µM) ou à son véhicule (Me2SO4 0.01%). 
Par la suite les cellules ont été exposées aux temps indiqués au DPDPE 1µM. Les données ont été 
normalisées par rapport au maximum d’internalisation observé en absence de PP2 et sont exprimées 
comme la moyenne ± la moyenne de l’écart-type. Les données sont représentatives de 4 expériences 
effectuées en triplicata. Une analyse ANOVA à 2 variables nous montre qu’il n’y a aucune différence 
significative entre les 2 groupes de données. – Résultats publiés dans JCMM, 2008156 
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Nos données démontrent que dans les conditions qui protègent contre la 
désensibilisation (20 µM; 1 h), le PP2 n’a aucun impact sur l’internalisation du 
récepteur. Ces résultats sont visibles à la figure 18 où l’internalisation de DOR en 
présence de l’inhibiteur de Src est similaire à celle observée dans la situation contrôle. 
En fait, le nombre maximum de récepteurs internalisés suivant la liaison du DPDPE 
est de 87% ± 3% à l’intérieur d’un laps de temps de 2 heures alors que la T1/2 
d’internalisation est de 14 minutes. 
 
Dans un deuxième temps, nous avons effectué des tests ELISA sur des cellules 
qui co-exprimaient transitoirement le mutant dominant négatif de Src et DOR (figure 
19), soit le même type de cellules qu’utilisé lors des expérimentations portant sur la 
désensibilisation fonctionnelle en présence de Src K296R/Y528F. Nous remarquons 
que le mutant inactif de Src n’a aucun effet sur l’internalisation des récepteurs DOR. 
Bref, l’inhibition pharmacologique ou moléculaire de Src, dans des conditions qui 
permettent de protéger contre la désensibilisation, ne modifie pas le processus 




































































Figure 19. Comparaison de la cinétique d’internalisation des cellules exprimant 
transitoirement ou non un mutant inactif de Src. Des cellules HEK293 ont été cotransfectées avec 
le récepteur DOR marqué à l’épitope Flag et avec l’ADN du DNM-SRC ou de pcDNA3. Elles ont été 
exposées aux temps indiqués à 1µM de DPDPE. Des anticorps reconnaissant l’épitope Flag ont été 
utilisés pour produire les tests ELISA. Les données ont été normalisées par rapport au maximum 
d’internalisation observé en absence de PP2 et sont exprimées comme la moyenne ± la moyenne de 
l’écart-type. Les données sont représentatives de 4 expériences effectuées en triplicata. Une analyse 
ANOVA à 2 variables a été effectuée et aucune différence significative n’a été notée. – Résultats 
publiés dans JCMM, 2008156 
3.5. Impact de la suppression de la queue C-terminale du 
DOR sur sa désensibilisation 
 
 Les résultats précédents nous indiquent que les inhibiteurs de Src peuvent 
atténuer la désensibilisation par un agoniste sans toutefois modifier l’endocytose. 
Ceci nous suggère alors que Src influence l’efficacité de signalisation sans agir sur 
l’internalisation. Un tel raisonnement nous amène à vérifier la contribution de Src sur 
la désensibilisation des DOR dans une situation où l’endocytose du récepteur est 
compromise. Ainsi, nous avons utilisé une forme tronquée du récepteur DOR dont 
l’internalisation est restreinte en raison de la portion C-terminale manquante 121,158. 
Nous avons également employé une approche biochimique, soit une solution 








































































3.5.1. L’internalisation du récepteur tronqué est moins efficace que celle de 
la forme sauvage, mais l’efficacité de signalisation demeure inchangée. 
 
 Nous avons dû préalablement prouver que cette forme tronquée de récepteur 
internalisait moins que la forme sauvage du même type. Des tests ELISA ont été 
effectués selon la méthode décrite antérieurement. Tel qu’attendu, il y a une 
réduction significative du nombre maximum de récepteurs tronqués internalisés en 
comparaison aux récepteurs sauvages suite à l’exposition à l’agoniste DPDPE 1µM 
(fig. 20). 
Figure 20. Comparaison de la cinétique d’internalisation des cellules exprimant la forme 
tronquée ou la forme complète du récepteur DOR. Des cellules HEK293 exprimant de façon 
stable le récepteur de type sauvage DOR ou la forme tronquée, tous deux marqués à l’épitope Flag au 
niveau de l’extrémité N-terminale, ont été incubés avec du DPDPE 1µM aux temps indiqués sur la 
figure. Les données ont été normalisées par rapport au maximum d’internalisation observé avec le 
récepteur de type sauvage (WT) et sont exprimées comme la moyenne ± la moyenne de l’écart-type. 
Les données sont représentatives de 5 expériences effectuées en triplicata. Une analyse ANOVA à 2 
variables nous indique une différence significative entre les 2 courbes (p<0.0001). – Résultats publiés 








































































Il a déjà été démontré que les propriétés de signalisation du récepteur tronqué DOR 
ne diffèrent pas de celles observées chez le type sauvage 138. Nos essais 
d’accumulation d’AMPc confirment cette observation à la figure 21.  
Figure 21. Comparaison de l’effet du DPDPE sur le % d’inhibition de production d’AMPc 
chez le DOR sauvage et le DOR tronqué. Des cellules HEK293 exprimant de façon stable la 
même quantité de DOR sauvage ou tronqué ont été exposées 16h à 1µCi/ml à l’adénine [3H]. Les 
cellules ont été incubées en présence de forskoline (25 µM) ainsi qu’avec des concentrations 
croissantes de DPDPE. Les données sont exprimées en pourcentage de changement par rapport à la 
production d’AMPc obtenue en présence de forskolin sans DPDPE. Aucune différence significative 
n’a été notée entre les 2 groupes selon le test ANOVA à 2 variables et les données sont représentatives 
de 9 expériences indépendantes effectuées en triplicata. – Résultats publiés dans JCMM, 2008156 
 
3.5.2. L’efficacité de l’inhibiteur PP2 à protéger contre la désensibilisation 
par DPDPE est moindre chez les DOR tronqués que chez les DOR de 
type sauvage. 
 
Tel que démontré à la figure 22, l’exposition au DPDPE 1µM pendant 30 
minutes diminue significativement l’efficacité de la signalisation du DOR344T 
puisque l’habileté subséquente de ce même agoniste à inhiber de façon aiguë 
l’accumulation d’AMPc est réduite après le pré-traitement. Ces résultats indiquent 
donc que le récepteur tronqué arrive lui aussi à être désensibilisé. La table 1 démontre 





similaires aux récepteurs DOR WT. De plus, tel que démontré à la figure 22, 
l’inhibiteur PP2 (20 µM, 30 min) protège les récepteurs tronqués contre la 
désensibilisation. Par contre, l’effet protecteur de PP2 sur les récepteurs tronqués ne 
survient qu’aux fortes concentrations de l’agoniste DPDPE (1 à 10µM). Cela nous 
suggère donc que les inhibiteurs de Src ne modifient pas l’internalisation mais qu’une 
séquestration optimale est nécessaire pour obtenir un effet protecteur maximal. 
Finalement, puisque que le récepteur tronqué peut être protégé de la désensibilisation 
via PP2, nous avons dû démontrer que cet inhibiteur n’avait aucun impact sur 
l’internalisation du récepteur muté. Dans l’encart supérieur de la figure 22, nous 
remarquons que les récepteurs tronqués traités pendant 1h à l’inhibiteur de Src, PP2 
(20µM), sont internalisés au même titre que les récepteurs ayant été exposés au 
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Figure 22. Effet du PP2 sur la cinétique d’inhibition de la production d’AMPc lors de la 
désensibilisation du δOR tronqué par DPDPE. Des cellules HEK293 exprimant de façon stable le 
récepteur DOR tronqué ont été exposées 16h à 1µCi/ml à l’adénine [3H] et traitées ou non au PP2 20 
µM pendant une heure. Ensuite, les cellules ont été désensibilisées pendant 30 minutes à l’agoniste 
DPDPE 1µM, puis elles ont été traitées à l’agoniste selon les concentrations indiquées dans la figure. 
Les données sont exprimées en pourcentage de l’inhibition maximale de la production d’AMPc 
obtenue avec les DOR WT en situation contrôle (non-desensibilisée). Elles sont représentatives de 4 
expériences différentes effectuées en triplicata et une analyse ANOVA à 2 variables indique une 
différence significative entre les courbes (p=0.01). Les trait plus minces expriment la désensibilisation 
des récepteurs WT avec ou sans PP2 pour fin de comparaison avec les récepteurs tronqués. Encart 
supérieur : Comparaison de la cinétique d’internalisation des DOR tronqués marqués par l’épitope 
Flag à l’extrémité N-terminale. Ces cellules ont été incubées en présence ou en absence de PP2 (20µM 
pendant 1h) avant d’être exposées au DPDPE 1µM pendant les temps indiqués sur la figure. Les 
données ont été normalisées par rapport au maximum d’internalisation observé avec les récepteurs 
tronqués non-traités et sont exprimées comme la moyenne ± la moyenne de l’écart-type. Les données 
sont représentatives de 6 expériences effectuées en triplicata et aucune différence statistique n’est 








Table 1. Signalisation et désensibilisation des récepteurs DOR de type sauvage, tronqués et 
type sauvage exposé à une solution hypertonique. Des essais d’accumulation d’AMPc en situation 
contrôle (CTL) et désensibilisée (DES) ont été effectués sur des cellules exprimant de façon stable le 
récepteur DOR pré-exposé ou non au saccharose (0.4M). Cette même expérience a été effectuée à 
l’aide de cellules exprimant des quantités similiaires de récepteurs tronqués DOR. Les résultats 
représentent la moyenne plus ou moins l’écart-type de 3 à 9 expériences indépendantes effectuées en 
triplicata. Pour chacune des conditions, la valeur de Emax représente le % de changement par rapport à 
la production d’AMPc en situation basale. – Résultats publiés dans JCMM, 2008156 
* différence significative par rapport à la situation contrôle (p = 0,0007) 
3.6. Impact du saccharose sur la désensibilisation des 
récepteurs DOR  
 
 Nous avons également vérifié, à l’aide d’une approche biochimique, l’effet de 
l’inhibition de l’internalisation des DOR sur leur désensibilisation fonctionnelle ainsi 
que la contribution de Src dans ce mécanisme. Il a déjà été démontré qu’une solution 
hypertonique contenant 0.4M de saccharose arrivait à inhiber l’internalisation des 
DOR 159. Ainsi, les expériences effectuées précédemment ont été répétées en 
présence de saccharose. 
3.6.1. Le saccharose bloque l’internalisation du DOR et réduit sa capacité de 
signalisation.  
 
Contrairement aux situations précédentes où la réponse aiguë au DPDPE 
était conservée, le saccharose diminue l’efficacité de l’agoniste DPDPE à inhiber la 
production d’AMPc en plus de bloquer l’internalisation (fig 23 et Table 1). Ces faits 
sont démontrés par une réduction de 60% de la capacité d’internalisation du 
récepteur (Fig. 23) ainsi que par une diminution significative de la puissance (74.5 ± 
 CTL DES 
 EC50 (nM) Emax  (% d’inhibition) EC50 (nM) 
Emax  
(% d’inhibition) 
Avova 2 variables 
CTL vs DES 
Contrôle 
N = 7 
5.5 ± 1.4 64.0 ± 2.8 
 
31.8 ± 1.5 42.5 ± 2.4 p < 0.0001 
DOR tronqué 
N=9  
5.9 ± 1.4 60.5 ± 2.7  19.7 ± 2.7 43.0 ± 6.1 p = 0.0045 
Saccharose 
N=3 

































































3.1 nM) et de l’efficacité (42.2 ± 7.1 %) des récepteurs lorsque l’effet de DPDPE est 
évalué à l’aide de cellules exposées au saccharose 0.4M pendant 4h (voir table 1). 
Figure 23. Comparaison de la cinétique d’internalisation du récepteur DOR en présence et en 
absence de saccharose. Des cellules HEK293 exprimant de façon stable le récepteur de type 
sauvage δOR marquées à l’épitope Flag à l’extrémité N-terminale ont été exposées ou non à une 
solution de saccharose (0.4M pendant 4h) puis mises en présence de DPDPE 1µM pendant les temps 
indiqués. Les données ont été normalisées par rapport au maximum d’internalisation observé avec le 
récepteur de type sauvage (WT) en absence de saccharose et sont exprimées comme la moyenne ± la 
moyenne de l’écart-type. Une analyse anova à 2 variables montre une différence significative entre les 
données (p = 0.0323) pour un nombre de 3 expériences indépendantes effectuées en triplicata. – 
Résultats publiés dans JCMM, 2008156 
 
3.6.2. La capacité de PP2 à protéger contre la désensibilisation est presque 
abolie en présence de saccharose 
 
 Nous savons qu’un prétraitement au DPDPE pendant 30 minutes sur des 
cellules exprimant la forme sauvage de DOR réduit la production d’AMPc par 
rapport à des cellules non désensibilisées. Ainsi, afin de supporter l’hypothèse selon 
laquelle l’internalisation optimale des récepteurs est nécessaire afin que PP2 excerce 
son effet protecteur sur la désensibilisation, nous avons vérifié l’effet de Src sur la 
désensibilisation des DOR en présence de saccharose. Les résultats obtenus 
montrent à nouveau une réduction de la capacité de PP2 à protéger contre la 





tronqués. Pourtant, malgré la magnitude réduite de l’effet protecteur de PP2,  ce 
dernier continue à réduire de façon significative l’impact du pré-traitement au 
DPDPE (1 µM; 30 min) sur la production d’AMPc (ANOVA à 2 variables p = 0.025; 
fig 24). En résumé, l’ensemble de ces résultats indique que l’effet protecteur de PP2 
contre la désensibilisation est maximal lorsque l’internalisation est optimisée, ce qui 










Figure 24. Effet du saccharose sur la désensibilisation du δOR de type sauvage. Des cellules 
HEK293 exprimant de façon stable le récepteur δOR de type sauvage ont été exposées 16h à 1µCi/ml 
d’adénine [3H] et le jour de l’expérience, exposées à une solution de saccharose (0.4M) pendant 4 h. 
Lors de la dernière heure, du PP2 (20µM) a été ajouté ou non aux cellules alors que le ligand DPDPE 
1µM a été ajouté 30min avant la fin de l’incubation pour désensibiliser les cellules. L’expérience 
d’accumulation d’AMPc a été effectuée en exposant les cellules aux concentrations croissantes de 
DPDPE. Les données sont exprimées en pourcentage de la valeur maximale obtenue de la situation 
non désensibilisée pour les récepteurs de type sauvage exposés au véhicule (H2O). Elles sont 
représentatives de 6 expériences différentes effectuées en triplicata et une analyse statistique ANOVA 
à 2 variables nous indique une différence significative entre les 2 courbes (p = 0.03). Les lignes noires 
expriment la désensibilisation des récepteurs WT avec ou sans PP2 pour fin de comparaison avec les 
récepteurs exposés au saccharose. Encart supérieur : Exemple représentatif de la comparaison de la 
cinétique d’internalisation du récepteur DOR en présence de saccharose avec ou sans PP2. Des 
cellules HEK293 exprimant de façon stable le récepteur de type sauvage δOR marqué à l’épitope Flag 
ont été exposées à une solution de saccharose (0.4M pendant 4h). À la dernière heure d’incubation, du 
PP2 20µM a été ajouté au milieu. Les cellules ont par la suite été mises en présence de DPDPE 1µM 
aux temps indiqués sur la figure. Les données ont été normalisées par rapport au maximum 
d’internalisation observé avec les récepteurs de type sauvage (WT) lorsqu’ils sont exposés en présence 





































DOR + saccharose  + PP2


































































Des + saccharose + PP2




































 Les RCPG sont connus pour être une cible importante de nombreux 
médicaments. L’approfondissement des connaissances reliées à leurs mécanismes de 
signalisation et de régulation est alors primordial. Notre laboratoire vise à étudier les 
DOR afin de mieux comprendre les voies de signalisation ainsi que les phénomènes 
de désensibilisation pour éventuellement produire des analgésiques opioïdes avec 
moins de potentiel de tolérance que ceux actuellement disponibles. Selon nos 
observations, Src est impliqué dans la voie de signalisation ERK suivant l’activation 
des récepteurs delta opioïdes ainsi que dans la voie menant à la désensibilisation de 
ces mêmes récepteurs. 
 
Jusqu’à maintenant, nous savons que suivant la liaison d’un agoniste fort tel 
que le DPDPE, les récepteurs delta sont stabilisés dans une conformation qui 
favorise certaines voies de signalisation intracellulaire ainsi que la régulation de leur 
désensibilisation. De ce fait, les DOR inhibent la production d’AMPc, stimulent les 
canaux potassium et inhibent les canaux calciques 160. En ce qui concerne leur 
régulation, ce sont les GRK 161,162 ou d’autres tyrosines kinases qui interviennent au 
premier plan pour assurer leur processus de désensibilisation homologue. La β-
arrestine, chargée du découplage du récepteur et des protéines G, intervient plus tard 
avec les récepteurs afin qu’ils puissent être endocytés 163. Lors de cette étape, la 
participation de l’AP-2 164 ainsi que celle de la dynamine sont nécessaires entre autre 
pour la formation de vésicules tapisssées de clathrine 165. L’implication des tyrosines 






des DOR 123 et de la dégradation des MOR 166. Plus récemment, notre laboratoire a 
démontré la participation de Src dans la régulation du recyclage des DOR 156.  
 
Suite à nos expérimentations, nous arrivons à démontrer un lien entre la 
stimulation du récepteur delta opioïde et l’activation de la protéine ERK. Nous 
montrons également que l’activation de la cascade ERK suite à la stimulation des 
DOR ne dépend pas des RTK ou de la PI3K. Nous établissons plutôt une 
implication des protéines G ainsi que de la tyrosine kinase Src. En fait, la régulation 
de Src par la protéine G mène à l’activation de la voie ERK lorsque l’agoniste stimule 
le récepteur. Cette proposition est basée sur le fait que l’inactivation des protéines 
Gi/o par le PTX bloque l’activation de Src et interfère avec l’activation de ERK. En 
plus, le fait que l’activation de la cascade ERK soit inhibée par de fortes 
concentrations de l’inhibiteur pharmacologique PP2 ou par une forte concentration 
de mutant inactif de Src démontre l’importance de Src dans l’activation de la cascade 
MAPK suivant la liaison d’un agoniste aux DOR. Les données acquises nous incitent 
donc à croire que le récepteur activé par un agoniste active Src d’une manière 
dépendante des protéines Gi/o, et que Src, à son tour, participe à l’activation de la 
voie ERK. La stimulation de Src suivant la liaison d’un agoniste au récepteur a déjà 
été démontré pour les récepteurs à angiotensine II de type 1128, pour les récepteures 
β3-adrénergiques99 ainsi que pour les récepteurs NK1R130. En outre, Src régule 
négativement la capacité du DOR à stimuler ERK lorsque celui-là est activé par un 
agoniste. Ainsi, lorsque nous inhibons Src, soit par une faible quantité de mutant 
dominant négatif, soit par un agent pharmacologique de faible concentration, nous 
augmentons la réponse cellulaire et prolongeons la phosphorylation de ERK en 





récepteur est également perceptible au niveau de la cascade cyclase. En fait, nous 
avons démontré que l’inhibition de Src protège contre la désensibilisation de DOR 
via des essais de production d’AMPc. Bref, Src ne participe pas seulement à 
l’activation de la cascade ERK mais également au niveau de la désensibilisation des 
récepteurs delta. 
 
En premier lieu, sachant que les MAPK peuvent être activées par 4 
mécanismes distincts, i.e. 1) via les seconds messagers 2) via le complexe beta-gamma 
des protéines G 3) via les RTK ou encore 4) via la β-arrestine, nous avons examiné le 
mécanisme d’activation les reliant aux récepteurs delta. Dans un premier temps, nous 
avons établi que l’activation de ERK par les DOR nécessitait la présence de 
l’hétérotrimère constituant les protéines Gi/o. Cette observation avait déjà été faite il 
y a longtemps sur de nombreux autres récepteurs tels que les récepteurs α2-
adrénergique167 et β3-adrénergique168, les récepteurs muscariniques M2 à 
acétylcholine169, les récepteurs d’acide lysophosphatidique170 ou encore les récepteurs 
d’α-thrombine171, puisque avec ces différents types de récepteur la toxine pertussique, 
connue pour inhiber les protéines Gi/o, interfère avec la phosphorylation de ERK. 
Nous avons aussi obtenu des résultats préliminaires suggérant que le dimère bêta-
gamma soit impliqué dans l’activation de ERK car la sur-expression de ct-βARK qui 
lie le dimère inhibe l’activation de la MAPK par l’agoniste des DOR (données non 
fournies dans cet ouvrage et représentatives d’une expérience). Des études 
antérieures avaient déjà démontré l’importance de ce dimère en ce qui concerne 
l’activation de ERK pour les récepteurs α2-adrénergique ainsi que les récepteurs liant 
l’acide lysophosphatidique80, pour les récepteurs à somatostatine 193 ou encore pour 





laboratoire a par contre établi que l’activation de ERK par les DOR demeurait 
indépendante de la PI3K, soit une kinase habituellement recrutée par le dimère bêta-
gamma des protéines Gi/o pour stimuler la cascade MAPK101. Ainsi, nous proposons 
que l’activation de la cascade ERK soit dépendante de la protéine Src de même que 
du dimère bêta-gamma mais indépendante de la PI3K. Nos résultats appuient ceux 
de Hedin et al 173 qui avaient démontré, à l’aide de lignées lymphocytaires T Jurkat, 
que les récepteurs DOR1 ne nécessitaient pas la présence de la P13K pour stimuler 
ERK. Le mécanisme proposé par le groupe d’Hedin et coll met en jeu une tyrosine 
kinase puisque la phosphorylation de ERK leur est apparue partiellement sensible à 
l’herbimycine A 173,174. La nécessité d’une tyrosine kinase telle Src ou encore d’un 
RTK pour activer la voie des MAPK a été établie pour les récepteurs β2-99 et β3-
adrénergiques175 alors exprimés dans les cellulles COS-7. Selon nos données, même si 
la kinase Src est impliquée dans l’activation de ERK, ni les récepteurs à EGF, ni les 
récepteurs PDGF ne prennent part à ce processus. Ces données nous invitent donc à 
rejetter les données de Schultz et coll 104 et à nous pencher du côté de Kramer et coll 
qui avaient défini, à l’aide la lignée cellulaire HEK-293 utilisée dans nos expériences, 
que l’activation de la cascade ERK par les DOR ne requérait pas la 
transphosphorylation des récepteurs EGF 103. En fait, nous pensons que les 
observation de Schultz et coll 104selon lesquelles les EGFR seraient impliqués dans 
l’activation de Erk par DOR étaient biaisées par l’utilisation de PP2 à de très fortes 
concentrations, soit 100µM. À ce niveau, l’ensemble des kinases réceptrices ou non 
sont inhibées. Nos résultat démontrent également l’absence d’implication du 
récepteur PDGF, confirmant à nouveau les observations de Kramer et coll 103 qui ont 
démontré que les récepteurs PDGF contenus dans la lignée cellulaire de gliome C6 





DOR. Au même titre qu’eux, nous constatons que les récepteurs à PDGF ne 
participent pas à l’activation de ERK par DOR puisqu’ils ne sont pas contenus dans 
la lignée cellulaire HEK293 utilisée dans notre étude. Il est bien connu que les RCPG 
utilisent divers modes d’activation des MAPK selon le type cellulaire 97. Nous savons 
donc que l’application de nos observations n’est pas nécessairement valable pour 
tous les types cellulaires.  
 
En second lieu,  nous avons constaté à travers nos différentes 
expérimentations qu’il existait un lien entre le récepteur DOR activé, la kinase Src 
activée et la protéine ERK. Selon nos trouvailles, l’inhibition pharmacologique de Src 
ou son inactivation moléculaire produit un effet biphasique sur la stimulation de 
ERK. Ceci suggère alors que Src régule négativement (i.e empêche) le récepteur à 
stimuler ERK, mais que Src soit également essentielle à cette stimulation. En d’autres 
termes, à faible concentration d’inhibiteur ou de mutant inactif de Src, une 
augmentation de l’amplitude et de la durée de la réponse ERK est perceptible alors 
qu’à forte concentration, cette protection n’existe plus car la cascade ne se trouve 
plus stimulée. Src participe donc activement à stimuler ERK et à réguler sa réponse. 
Ces différentes observations raffermissent le point de vue de Thomas et Brugge 153,176 
qui ont démontré que Src joue un rôle clé dans la modulation de l’efficacité de 
signalisation des DOR. Ces derniers vont même jusqu’à affirmer que les GPCR ne 
régulent pas seulement l’activation des tyrosines kinases de la famille de Src mais 
qu’elles pourraient contrôler l’activité fonctionnelle des récepteurs. Cette famille de 
kinase a donc une versatilité qui leur permet de se comporter à la fois comme des 





récepteurs. En fait, PP2 arrive à prolonger l’amplitude et la durée de l’activation de la 
cascade ERK par l’agoniste DPDPE.  
 
En troisième lieu, nous avons remarqué que Src, en plus de réguler la réponse 
ERK, avait un effet régulateur sur la voie de signalisation menant à l’inhibition de la 
production d’AMPc, puisque l’inhibition pharmacologique ou moléculaire de Src 
protège le DOR du processus de désensibilisation habituel. Jusqu’à maintenant, 
aucune donnée publiée dans la littérature n’établit de lien entre la désensibilisation 
fonctionnelle du DOR et l’activité de Src. En effet, la plupart des expérimentations 
appuyaient le modèle basé sur la sur-expression des GRK ou des β-arrestines ou 
encore sur l’expression d’un mutant dominant négatif de ces mêmes protéines 
respectives. Cela avait pour effet de modifier positivement ou négativement la 
désensibilisation des récepteurs opioïdes 177-179. Cependant, des données divulguées 
par le groupe de Qiu 180 font état d’une faible protection contre la désensibilisation de 
la cascade inhibant l’adénylate cyclase en présence de récepteurs ayant les résidus 
Ser/Thr de l’extrémité C-terminale mutés en résidus alanines (récepteurs ainsi non-
phosphorylables en ces sites cibles par les GRK). Cependant, selon nos données, il 
existe une désensibilisation similaire entre le DOR de type sauvage et le DOR 
tronqué (n’ayant donc pas les résidus Ser/Thr de l’extrémité C-Terminale), indiquant 
que les résidus Ser/Thr ne soient pas les seuls à intervenir dans le processus de 
désensibilisation. Bien que ces observations ne contredisent pas le mécanisme 
classique selon lequel un échaffaudage entre le DOR phosphorylé et la β-arrestine 
pourrait contribuer à la désensibilisation, elles nous amènent à nous demander de 
quelle manière Src contribue à la désensibilisation des DOR. Il nous est apparu 





désensibilisation pourrait avoir un impact sur l’internalisation puisqu’il s’agit d’une 
étape importante du processus de régulation de la signalisation. Nos résultats 
prouvent qu’à des concentrations qui protègent contre la désensibilisation, ni PP2 ni 
le mutant inactif de Src n’interfèrent avec le processus d’internalisation du récepteur. 
Ainsi, à la lumière de nos données, l’inhibition de Src joue un rôle prépondérant dans 
les mécanismes de désensibilisation sans toutefois modifier la cinétique 
d’internalisation. 
 
Finalement, nous nous sommes intéressés à comprendre si une internalisation 
optimale était requise pour que l’inhibition de Src soit évidente. Dans cet optique, 
nous avons analysé le comportement des récepteurs tronqués, dont le processus 
d’internalisation est connu pour être sous-optimal 138. Malgré le fait que ces 
récepteurs aient un niveau d’internalisation inférieur à celui des récepteurs sauvages, 
leur comportement face à l’inhibiteur PP2 nous oriente à nouveau vers une 
régulation du récepteur par Src puisque un effet protecteur contre la désensibilisation 
est perceptible. Cependant, l’efficacité de PP2 à protéger contre la désensibilisation 
par un agoniste est moindre car la protection ne devient apparente qu’aux fortes 
concentrations de l’agoniste DPDPE. Nous avons également testé l’impact du 
saccharose sur la désensibilisation des récepteurs en présence de PP2 puisque cette 
solution est connue pour inhiber la formation de vésicules tapissées de clathrines et 
par conséquent, l’endocytose du récepteur 181. À nouveau, PP2 arrive à protéger les 
récepteurs de la désensibilisation. Cependant, l’amplitude de protection octroyée par 
le PP2 en présence de saccharose est minimale lorsque comparée à la situation 
contrôle ou encore aux récepteurs tronqués. Par contre, nous ne pouvons exclure 





puisque nous n’avons pas vérifié l’effet du succharose sur l’activité de Src. Cela dit, il 
semble que plus l’internalisation soit affectée, moins le PP2 n’engendre son effet de 
protection contre la désensibilisation des DOR. En plus, la stimulation des DOR par 
un agoniste en présence de saccharose réduit leur réactivité basale face à l’inhibition 
de la production d’AMPc. En fait, il a déjà été démontré que le saccharose interférait 
avec l’internalisation constitutive des récepteurs, un mécanisme normalement 
responsable de maintenir un niveau basal de récepteurs actifs à la surface 
membranaire 182,183. Il n’est donc pas surprenant de noter un amoindrissement de 
l’effet des agonistes chez les DOR exposés au saccharose de même qu’une 
diminution de l’effet protecteur des inhibiteurs de Src sur la désensibilisation.  
 
5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
Cet ouvrage avait 2 mandats bien distincts : d’abord, de caractériser le 
mécanisme d’activation de la protéine ERK suivant la liaison d’un agoniste à DOR et 
ensuite, de vérifier si la kinase Src participait au phénomène de désensibilisation. Nos 
efforts nous indiquent que ERK est activé via les protéines G indépendamment de la 
PI3K ou des RTK mais via la kinase Src. Cette dernière participe aussi à la régulation 
du récepteur. En ce sens, nous avons démontré que le récepteur stimulé par un 
agoniste active Src via les protéines G, ce qui a pour conséquence de diriger le 
récepteur vers les mécanismes de désensibilisation. En fait, Src participe à la 
désensibilisation des DOR sans modifier leur internalisation. Néanmoins, 
l’internalisation optimale semble obligatoire pour que les bloqueurs de Src puissent 
exercer leur effet protecteur, indiquant que le site d’action de la tyrosine kinase est 
post-endocytaire. Des membres de notre laboratoire se sont penchés sur cette 
question. Leur conclusion s’oriente vers la modulation du processus de recyclage des 
récepteurs et de leur resensibilisation 156. La figure 25 résume nos observations par 
rapport au rôle de Src dans l’activation de ERK ainsi que sa contribution au cycle de 
désensibilisation et resensibilisation. Bien qu’on ait aussi démontré que Src 
phosphoryle le récepteur 156, il reste à déterminer si la régulation du recyclage par Src 
dépend de la phosphorylation du DOR même ou des protéines de triage 













Figure 25. Schématisation de l’interaction entre la protéine Src et le DOR suivant la liaison 
d’un agoniste. Src se retrouve à proximité de la membrane basale et interagit avec le récepteur de 
façon basale (1). Une fois la liaison d’un agoniste au récepteur, les protéines G stimulent Src (2) qui, à 
son tour, active la voie des MAPK (3). Par la suite, le récepteur est phosphorylé par des kinases 
phosphorylant les résidus Ser/Thr ainsi que Tyr (4) Le récepteur phosphorylé interagit plus facilement 
avec la β−arrestine qui déclenche l’internalisation (5) via des vésicules endocytaires tapissées de 
clathrine (6). À ce moment, le récepteur peut être soit dégradé au niveau des lysosomes (7A), soit il 
peut être recyclé à la membrane (7B), étape favorisée par les inhibiteurs de Src) pour y être à nouveau 
stimulé par un ligand. L’interaction constitutive de Src avec les DORs et sa libération lors de 
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Deux articles, dont je suis co-auteure, sont joints aux prochaines pages à titre de 
référence seulement. Le premier intitulé Internalization and Src activity regulate the time 
course of ERK activation by delta opioid receptor ligands est paru dans la revue JBC en mars 
2005. Le second intitulé Src promotes delta opioid receptor (DOR) desensitization by interfering 
with receptor recycling est paru en ligne (pour l’instant) dans la revue Journal of cellular and 
molecular medicine. 
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